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DESCRIPCION
Proteinas que contienen FC de anticuerpos heterodiméricos y métodos para producir las mismas
Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a anticuerpos biespecificos novedosos y a métodos novedosos para producir dichos
anticuerpos.

Antecedentes de la invencion

Los anticuerpos monoclonales se han convertido en los Ultimos afios en moléculas terapéuticas de éxito, en particular
para el tratamiento del cancer. Por desgracia, sin embargo, los anticuerpos monoclonales con frecuencia no pueden
curar enfermedades cuando se usan como monoterapia. Los anticuerpos biespecificos pueden potencialmente
superar algunas de las limitaciones de la terapia con anticuerpos monoclonales, por ejemplo, podrian usarse como
mediadores para dirigir un farmaco o un compuesto téxico a células diana, como mediadores para redirigir mecanismos
efectores a sitios asociados a enfermedad o como mediadores para aumentar la especificidad para células tumorales,
por ejemplo, mediante la unién a una combinacién de moléculas diana que se encuentra exclusivamente en las células
tumorales.

Chames y Baty (2009) Curr Opin Drug Disc Dev 12: 276 revisaron recientemente diferentes formatos y usos de
anticuerpos biespecificos. Uno de los principales obstaculos en el desarrollo de anticuerpos biespecificos ha sido la
dificultad de producir el material en calidad y cantidad suficientes mediante tecnologias tradicionales, tales como el
hibridoma hibrido y métodos de conjugacién quimica (Marvin y Zhu (2005) Acta Pharmacol Sin 26:649). La coexpresion
en una célula hospedadora de dos anticuerpos, que consisten en diferentes cadenas pesadas y ligeras, conduce a
una mezcla de posibles productos de anticuerpos ademas del anticuerpo biespecifico deseado.

Se han descrito varias estrategias para favorecer la formacién de un producto heterodimérico, es decir, biespecifico,
tras la coexpresidn de diferentes construcciones de anticuerpos.

Lindhofer et al. (1995 J Immunol 155:219) han descrito que la fusiéon de hibridomas de rata y ratén que producen
diferentes anticuerpos conduce al enriquecimiento de anticuerpos biespecificos funcionales, debido al emparejamiento
preferente de cadenas pesadas/ligeras restringidas por especies. Otra estrategia para promover la formacién de
heterodimeros sobre homodimeros es una estrategia de "botdn en ojal" en la que se introduce una protuberancia en
la interfaz de un primer polipéptido de cadena pesada y una cavidad correspondiente en la interfaz de un segundo
polipéptido de cadena pesada, de manera que la protuberancia pueda posicionarse en la cavidad para promover la
formacién de heterodimeros e impedir la formacién de homodimeros. Las "protuberancias" se construyen
reemplazando las cadenas laterales de aminoéacidos pequefias de la interfaz del primer polipéptido por cadenas
laterales mas grandes. Se crean "cavidades" compensatorias de tamafio idéntico o similar a las protuberancias en la
interfaz del segundo polipéptido reemplazando las cadenas laterales de aminoécidos grandes por otras més pequefias
(patente de los EE. UU. 5.731.168). Los documentos EP1870459 (Chugai) y WO 2009089004 (Amgen) describen
otras estrategias para favorecer la formacién de heterodimeros tras la coexpresién de diferentes dominios de
anticuerpos en una célula hospedadora. En estos métodos, uno o mas restos que constituyen la interfaz CH3-CH3 en
ambos dominios CH3 se reemplazan por un aminoacido cargado de manera que la formacién de homodimeros es
electrostaticamente desfavorable y la heterodimerizacién es electrostaticamente favorable. EI documento
WO2007110205 (Merck) describe otra estrategia mas, en donde se aprovechan las diferencias entre los dominios CH3
de IgA e IgG para promover la heterodimerizacién.

Dall'acqua et al. (1998 Biochemistry 37:9266) han identificado cinco restos de aminoacidos energéticamente clave
(366, 368, 405, 407 y 409) que estan implicados en el contacto CH3-CHS3 en la interfaz de un homodimero de CH3.

El documento WO 2008119353 (Genmab) describe un método in vitro para producir anticuerpos biespecificos en
donde un anticuerpo biespecifico se forma mediante intercambio de "brazos Fab" o "media molécula" (intercambio de
una cadena pesada y una cadena ligera fijada) entre dos anticuerpos 19G4 o similares a IgG4 monoespecificos tras
incubacién en condiciones reductoras. Esta reaccién de intercambio de brazos Fab es el resultado de una reaccion de
isomerizacion de enlaces disulfuro y disociacién-asociacion de dominios CH3 en donde los enlaces disulfuro de
cadena pesada en las regiones bisagra de los anticuerpos (originariamente monoespecificos) progenitores se reducen
y las cisteinas libres resultantes forman un enlace disulfuro entre cadenas pesadas con restos cisteina de otra molécula
de anticuerpo progenitor (originariamente con una especificidad diferente), y simultdneamente los dominios CH3 de
los anticuerpos progenitores se liberan y se reforman por disociacién-asociacién. El producto resultante es un
anticuerpo biespecifico que tiene dos brazos Fab que potencialmente son secuencias diferentes compuestas. Cabe
sefialar que, sin embargo, el proceso es aleatorio y el intercambio de brazos Fab también puede producirse entre dos
moléculas con secuencia idéntica o dos moléculas biespecificas pueden participar en el intercambio de brazos Fab
para regenerar anticuerpos que comprenden la especificidad del anticuerpo progenitor monoespecifico original.

Ahora se ha descubierto sorprendentemente que mediante la introduccién de mutaciones asimétricas en las regiones
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CH3 de los dos anticuerpos de partida monoespecificos, la reacciéon de intercambio de brazos Fab puede forzarse
para que se vuelva direccional y de este modo producir anticuerpos biespecificos altamente estables.

Sumario de la invencién

La informacién técnica que se establece a continuacion, en algunos aspectos, puede ir mas all4 de la definicién de la
invencién, que se define exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas. La informacién técnica adicional se
proporciona para ubicar la invencidn real en un contexto técnico mas amplio e ilustrar posibles desarrollos técnicos
relacionados. Dicha informacién técnica adicional que no esta dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, no
forma parte de la invencion.

En consecuencia, en un aspecto, la presente invencién proporciona un método in vitro eficiente para la produccién de
anticuerpos biespecificos altamente estables sobre la base de anticuerpos monoespecificos homodiméricos estables
como materiales de partida. Por ejemplo, puede formarse un anticuerpo biespecifico altamente estable con alto
rendimiento y pureza sobre la base de dos anticuerpos monoespecificos estables como material de partida.

Por lo tanto, en un aspecto, la invencion se refiere a un método in vitro para generar un anticuerpo biespecifico,
comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

a) proporcionar un primer anticuerpo monoespecifico homodimérico que comprende una regién Fc de
inmunoglobulina, comprendiendo dicha regién Fc una primera regién CH3, en donde dicho primer anticuerpo
monoespecifico comprende una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409 (numeraciéon EU) y una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

b) proporcionar un segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico que comprende una regiéon Fc de
inmunoglobulina, comprendiendo dicha regién Fc una segunda regién CH3, en donde dicho segundo anticuerpo
monoespecifico comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 (numeracién EU) y una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la
interaccién heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las
interacciones homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dicho primer anticuerpo
monoespecifico se une a un primer epitopo y dichos segundos anticuerpos monoespecificos se unen a un segundo
epitopo, en donde dichos epitopos primero y segundo son diferentes,

¢) incubar dicho primer anticuerpo monoespecifico junto con dicho segundo anticuerpo monoespecifico
homodimérico en condiciones reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en la secuencia Cys-Pro-Pro-
Cys de la region bisagra central experimenten isomerizacion de enlace disulfuro, y

d) obtener dicha proteina heterodimérica.

En una realizacién, la regiéon Fc del primer anticuerpo monoespecifico es de un isotipo seleccionado del grupo que
consiste en IgG1, 19G2, IgG3 e IgG4, y en donde la regién Fc del segundo anticuerpo monoespecifico es de un isotipo
seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 1I9G3 y 1gG4.

En otra realizacién, las regiones Fc de ambos de dichos anticuerpos monoespecificos primero y segundo son del
isotipo 19G1.

En una realizacién adicional, la interaccién heterodimérica en el anticuerpo biespecifico resultante es

a) de manera que no pueda producirse ningun intercambio de brazos Fab a 0,5 mM de glutatién en las
condiciones descritas en el Ejemplo 13, y/o

b) de manera que no se produzca ningln intercambio de brazos Fab /in vivo en ratones en las condiciones
descritas en el Ejemplo 14, y/o

c) méas de dos veces mas fuerte, tal como més de tres veces mas fuerte, por ejemplo, més de cinco veces mas
fuerte que la més fuerte de las dos interacciones homodiméricas, por ejemplo, cuando se determina como se describe
en el Ejemplo 30.

En una realizacién adicional, las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son de manera que

a) la constante de disociacién de los heterodimeros del anticuerpo biespecifico resultante es inferior a 0,05
micromolar cuando se somete a ensayo como se describe en el Ejemplo 30, y/o
b) las constantes de disociacién de ambos homodimeros de los anticuerpos monoespecificos primero y segundo

son superiores a 0,01 micromolar, tal como superiores a 0,05 micromolar, preferentemente entre 0,01 y 10 micromolar,
tal como entre 0,05 y 10 micromolar, mas preferentemente entre 0,01 y 5, tal como entre 0,05 y 5 micromolar, incluso
més preferentemente entre 0,01 y 1 micromolar, tal como entre 0,05 y 1 micromolar, entre 0,01 y 0,5 o entre 0,01 y
0,1 micromolar cuando se someten a ensayo como se describe en el Ejemplo 21.

En una realizacién, dicho primer anticuerpo monoespecifico homodimérico no tiene mas de una sustitucién de
aminoécido en la regién CH3, y el segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico no tiene mas de una sustitucién
de aminoacido en la regién CH3 con respecto a las regiones CH3 de tipo silvestre.
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En otra realizacién, dichas regiones CH3 primera y segunda, excepto por las mutaciones especificadas, comprenden
la secuencia expuesta en la SEQ | D NO: 1.

En una realizacién adicional, dichos anticuerpos monoespecificos homodiméricos primero y segundo, excepto por
cualquier mutacién especificada, son anticuerpos humanos o humanizados.

En otra realizacién, ambos de dichos anticuerpos monoespecificos homodiméricos primero y segundo comprenden
ademas una cadena ligera.

En una realizacién adicional, dicho primer y/o dicho segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende
una mutacién que elimina el sitio aceptor para la glicosilacién ligada a Asn.

En una realizacién, dichos anticuerpos monoespecificos homodiméricos primero y segundo proporcionados en la
etapa a) y b) se purifican.

En otra realizacién, dicho primer y/o segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico se conjuga con un farmaco,
un profarmaco o una toxina o contiene un grupo aceptor para el mismo.

En una realizacién particular, dicho primer y/o dicho segundo epitopo se ubica en una célula tumoral;

dicho primer o dicho segundo epitopo se ubica en una célula tumoral y el otro epitopo se ubica en una célula efectora;
dicho primer o segundo epitopo se ubica en un linfocito T, tal como en CD3 expresado en un linfocito T,

el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen a diferentes epitopos en la misma célula tumoral; o

el primer anticuerpo se une a un epitopo en una célula tumoral, y el otro anticuerpo es un anticuerpo irrelevante o
inactivo sin ninguna actividad de unién in vivo relevante para la aplicacién prevista.

En una realizacién, las condiciones reductoras en la etapa c) comprenden la adicién de un agente reductor, por
ejemplo, un agente reductor seleccionado del grupo que consiste en: 2-mercaptoetilamina, ditiotreitol y tris(2-
carboxietil)fosfina o derivados quimicos de los mismos, ditioeritritol, glutatién, L-cisteina y beta-mercaptoetanol.

En una realizacién adicional, la etapa c) se realiza en condiciones reductoras con un potencial redox entre -150 y -
600 mV, tal como entre -250 y -400 mV.

En una realizacién adicional més, la etapa ¢) comprende la incubacién durante al menos 90 min a una temperatura de
al menos 20 °C en presencia de 2-mercaptoetilamina al menos 25 mM o en presencia de ditiotreitol al menos 0,5 mM.

En otra realizacion, la etapa d) comprende la eliminacidén de un agente reductor, por ejemplo, mediante desalacién.

El método puede usarse, por ejemplo, para la produccién in vitro de anticuerpos biespecificos, para diversos usos,
tales como usos terapéuticos o de diagnéstico. Una ventaja de este método in vitro consiste en que el emparejamiento
de cadena pesada/cadena ligera permanece intacto durante la reaccién, de esta forma no se obtienen combinaciones
no deseadas de cadena pesada y cadenas ligeras en el producto. Esto contrasta con algunos de los métodos de
coexpresion descritos en la técnica anterior (véase anteriormente) donde se necesita encontrar una cadena ligera
comun que pueda formar un anticuerpo funcional con ambas cadenas pesadas con el fin de evitar la formacién de
productos de cadena pesada/cadena ligera no funcionales, debido al emparejamiento aleatorio de cadena
pesada/cadena ligera en la célula. Ademas, el proceso in vitro puede realizarse en el laboratorio lo que permite mayor
control, flexibilidad y rendimiento de la proteina heterodimérica que lo permitido por la coexpresion.

El método in vitro de la invencién también puede usarse para crear bibliotecas de compuestos de mayor tamafio, por
ejemplo, en un método de cribado para identificar combinaciones ventajosas de especificidades. Por ejemplo, para
algunas combinaciones de dianas de anticuerpos, no cualquier anticuerpo biespecifico sera funcional, es decir, capaz
de unirse a ambas dianas al mismo tiempo y mediar los efectos funcionales deseados. En dichos casos, un anticuerpo
biespecifico que tiene una propiedad deseada, por ejemplo, unién a la diana o destruccién celular éptimas, puede
identificarse por:

a) proporcionar un primer conjunto de anticuerpos homodiméricos que tienen regiones variables diferentes y una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regidén bisagra central, en donde dichos anticuerpos de dicho primer conjunto
comprenden primeras regiones CH3 idénticas, en donde dichas regiones CH3 comprenden una Phe en la posicién
405 y una Arg en la posicién 409 (numeracién EU),

b) proporcionar un segundo conjunto de anticuerpos homodiméricos que tiene regiones variables diferentes o
regiones variables idénticas, en donde dichos anticuerpos de dicho segundo conjunto comprenden segundas
regiones CH3 idénticas, en donde dichas regiones CH3 comprenden una Leu en la posicién 405 y una Lys en la
posicién 409 (numeracién EU), en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes
y son de manera que la interacciéon heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte
que cada una de las interacciones homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dichos
anticuerpos homodiméricos primero y segundo se unen a epitopos diferentes,

¢) incubar combinaciones de anticuerpos de dicho primer conjunto y de dicho segundo conjunto en condiciones
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reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en las regiones bisagra experimenten isomerizaciéon de enlace
disulfuro, generando de este modo un conjunto de anticuerpos biespecificos,

d) restablecer opcionalmente las condiciones a no reductoras,

e) someter a ensayo el conjunto resultante de anticuerpos biespecificos para una propiedad deseada dada, y

f) seleccionar un anticuerpo biespecifico que tenga la propiedad deseada.

En aspectos adicionales, la presente invencién se refiere a anticuerpos biespecificos obtenidos u obtenibles mediante
los métodos anteriores de la invencién y a métodos para producir anticuerpos biespecificos de la invencién mediante
coexpresion en una célula hospedadora adecuada.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un método para producir un anticuerpo biespecifico, comprendiendo
dicho método las siguientes etapas:

a) proporcionar una primera construccién de acido nucleico que codifica un primer polipéptido que comprende
una primera cadena pesada de longitud completa de un anticuerpo que comprende una primera regién CH3 que
comprende una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409 (numeracién EU) y que comprende ademés una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

b) proporcionar una segunda construccién de acido nucleico que codifica un segundo polipéptido que
comprende una segunda cadena pesada de longitud completa de un anticuerpo que comprende una segunda regién
CH3 que comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 (numeracién EU) y que comprende
ademas una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regidn bisagra central,

c) coexpresar dichas construcciones de acido nucleico primera y segunda en una célula hospedadora, y

d) obtener dicho anticuerpo biespecifico a partir del cultivo celular;

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién
heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones
homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dicha primera cadena pesada de longitud
completa se une a un primer epitopo y dicha segunda cadena pesada de longitud completa se une a un segundo
epitopo, en donde dichos epitopos primero y segundo son diferentes.

Ademas, se proporciona un vector de expresidon que comprende las construcciones de acido nucleico especificadas
en el presente documento, una célula hospedadora que comprende las construcciones de &cido nucleico especificadas
en el presente documento.

En otro aspecto mas, la invencidén proporciona un anticuerpo biespecifico que comprende un primer polipéptido que
comprende una primera cadena pesada de anticuerpo de longitud completa que comprende una primera regién Fc
que comprende una primera regién CH3, y un segundo polipéptido que comprende una segunda regiéon Fc que
comprende una segunda cadena pesada de anticuerpo de longitud completa que comprende una segunda regién
CH3,

en donde dicha primera cadena pesada se une a un primer epitopo y dicha segunda cadena pesada se une a un
segundo epitopo, en donde dichos epitopos primero y segundo son diferentes, y en donde las secuencias de dichas
regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién heterodimérica entre dichas
regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones homodiméricas de dichas regiones
CH3 primera y segunda, y

a) en donde dicha primera region CH3 comprende una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409
(numeracién EU) y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central, y
b) en donde dicha segunda regién CH3 comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posiciéon 409

(numeracién EU) y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regidn bisagra central.

En una realizacion, la primera regién Fc es de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 19G3 e
IlgG4 y en donde la segunda regién Fc es de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 19G2, 19G3 y
gG4.

En una realizacién adicional, tanto dicha primera como dicha segunda regién Fc son del isotipo IgG1.

En una realizacién adicional, dicha primera regién CH3 no tiene mas de una sustitucién de aminoacido, y la segunda
region CH3 no tiene méas de una sustitucién de aminoacido con respecto a las regiones CH3 de tipo silvestre.

En una realizacién, dichas regiones CH3 primera y segunda, excepto por las mutaciones especificadas, comprenden
la secuencia expuesta en la SEQ | D NO: 1.

En otra realizacion, dichas cadenas pesadas de longitud completa primera y segunda, excepto por cualquier mutacién
especificada, son de un anticuerpo humano o humanizado.

En una realizacién adicional, el anticuerpo biespecifico comprende ademas dos cadenas ligeras de longitud completa.

Incluso en una realizacién adicional, dicho primer y/o dicho segundo polipéptido comprende una mutacidén que elimina
el sitio aceptor para la glicosilacién ligada a Asn.
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En otra realizacién, dicho primer y/o segundo polipéptido se conjuga con un farmaco, un profarmaco o una toxina o
contiene un grupo aceptor para el mismo.

En una realizacién particular, dicho primer y/o dicho segundo epitopo se ubica en una célula tumoral;

dicho primer o dicho segundo epitopo se ubica en una célula tumoral y el otro epitopo se ubica en una célula efectora;
dicho primer o segundo epitopo se ubica en un linfocito T, tal como en CD3 expresado en un linfocito T,

la primera cadena pesada y la segunda cadena pesada se unen a diferentes epitopos en la misma célula tumoral; o
la primera cadena pesada se une a un epitopo en una célula tumoral, y la otra cadena pesada es de un anticuerpo
irrelevante o inactivo sin ninguna actividad de unidn in vivo relevante para la aplicacién prevista.

En otra realizacion, dichos epitopos primero y segundo se ubican en una célula tumoral y en donde el anticuerpo
biespecifico tiene especificidad de unidn para una diana seleccionada del grupo que consiste en: erbB1 (EGFR), erbB2
(HER2), erbB3, erbB4, MUC-1, CD19, CD20, CD4, CD38, CD138, CXCRS5, c-Met, proteina de la envoltura de HERYV,
periostina, Bigh3, SPARC, BCR, CD79, CD37, EGFrvlll, L1-CAM, AXL, factor tisular (TF), CD74, EpCAM y MRP3.

En una realizacién adicional, dichos epitopos primero y segundo se ubican en una célula tumoral y en donde dicho
anticuerpo biespecifico tiene especificidad de unién para una combinacién diana seleccionada del grupo que consiste
en: erbB1 + erbB2, erbB2 + erbB3, erbB1 + erbB3, CD19 + CD20, CD38 + CD34, CD4 + CXCR5, CD38 + RANKL,
CD38 + CXCR4, CD20 + CXCR4, CD20 + CCR7, CD20 + CXCRS5, CD20 + RANKL, erbB2 + AXL, erbB1 + cMet, erbB2
+ c-Met, erbB2 + EpCAM, c-Met + AXL, c-Met + TF, CD38 + CD20, CD38 + CD138.

Incluso en una realizacién adicional, dicho primer segundo epitopo se ubica en una célula tumoral y el otro epitopo se
ubica en una célula efectora, en donde el anticuerpo biespecifico tiene especificidad de unién para una diana
seleccionada del grupo que consiste en: FcgammaRI| (CD64), FcgammaRlIl (CD16), CD3, CD89, CD32a, FceRI.

En otra realizacién mas, dicho anticuerpo biespecifico tiene especificidad de unién para una combinacién diana
seleccionada de: CD3 + HER2, CD3 + CD20, IL-12 + IL18, IL-1a + IL-1b, VEGF + EGFR, EpCAM + CD3, GD2 + CD3,
GD3 + CD3, HER2 + CDé4, EGFR + CD64, CD30 + CD16, NG2 + CD28, HER2 + HER3, CD20 + CD28, HER2 +
CD16, Bcl2 + CD3, CD19 + CD3, CEA + CD3, EGFR + CD3, IgE + CD3, EphA2 + CD3, CD33 + CD3, MCSP + CD3,
PSMA + CD3, TF + CD3, CD19 + CD16, CD19 + CD16a, CD30 + CD16a, CEA + HSG, CD20 + HSG, MUC1 + HSG,
CD20 + CD22, HLA-DR + CD79, PDGFR + VEGF, IL17a + IL23, CD32b + CD25, CD20 + CD38, HER2 + AXL, CD89
+ HLA de clase Il, CD38 + CD138, TF + cMet, Her2 + EpCAM, HER2 + HER2, EGFR + EGFR, EGFR + c-Met, c-Met
+ brazo no de unién y combinaciones de receptores acoplados a proteina G.

La invencién también proporciona un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién para su uso como
medicamento. Ademas, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcién de los dibujos

Figura 1: Generaciéon de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab entre especies. La
generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por GSH entre los
anticuerpos IgG4 contra EGFR (2F8) y CD20 (7D8) indicados se determiné mediante un ELISA. En el ELISA se analizé
una serie de concentraciones (anticuerpo total) de 0-1 ug/ml. La unién biespecifica fue superior después del
intercambio de brazos Fab entre anticuerpos 1gG4 de macaco de la India (Rh) y humanos (Hu) que entre dos
anticuerpos de la misma especie.

Figura 2: Alineacion de las secuencias de aminoacidos de la bisagra central (es decir, la secuencia CPPC en
IgG1 humana que incluye los dos restos cisteina que potencialmente forman los enlaces disulfuro de cadena
pesada y restos correspondientes en otros isotipos humanos u otras especies) y la interfaz CH3-CH3 de los
isotipos de anticuerpos humanos y de macaco de la India.

Figura 3: Generacion de anticuerpos biespecificos usando IgG1 humana mutante que participa en el
intercambio de brazos Fab. La generaciéon de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in
vitro inducido por GSH entre el anticuerpo 19G4 contra CD20 (7D8) humano y los anticuerpos IgG1 contra EGFR (2F8)
humanos indicados se determiné mediante un ELISA. El gréafico presentado muestra los nimeros promedio de tres
experimentos de intercambio de brazos Fab independientes, en los que se usé una concentracion de anticuerpos total
de 1 pg/ml para el ELISA. La unién biespecifica fue superior después del intercambio de brazos Fab entre IgG1-2F8-
CPSC-ITL e IgG4-7D8 que entre dos anticuerpos 1gG4. La combinacion de 1gG4-7D8 con 1gG1-2F8-CPSC o IgG1-
2F8-ITL no dio como resultado anticuerpos biespecificos en las condiciones utilizadas.

Figura 4: Generacion de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab in vivo de anticuerpos
IgG4 humanos e IgG1 mutantes. La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab
in vivo en ratones inmunodeficientes entre IgG4 contra CD20 humana (7D8) y los anticuerpos mutantes 1gG1 e 1gG4
contra EGFR (2F8) humanos indicados se determind mediante un ELISA. El grafico presentado muestra nimeros
promedio (n = 4). La reactividad biespecifica se presenta como la concentracién de anticuerpos biespecificos con
respecto a la concentracién de IgG total (porcentaje). La IgG4 humana con una bisagra estabilizada (CPPC) o mutacién
R409K en el dominio CH3 no es capaz de participar en el intercambio de brazos Fab. La IgG1 tanto con una secuencia
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CPSC en la bisagra como con una mutacién K409R en el dominio CH3 participa en el intercambio de brazos Fab. (*)
La unién biespecifica para las mezclas que contienen IgG1-2F8, IgG4-2F8-CPPC o 1gG4-2F8-R409K fue inferior al
limite de deteccién y, por lo tanto, se fij6 arbitrariamente en cero.

Figura 5: Generacién de anticuerpos biespecificos usando intercambio de brazos Fab inducido por 2-
mercapto-etilamina*HCI (2-MEA) entre anticuerpos IgG1 e IgG4 humanos. La generacién de anticuerpos
biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre los anticuerpos contra EGFR
(2F8) y CD20 (7D8) humanos indicados se determindé mediante un ELISA. Se sometié a ensayo una serie de
concentraciones de 2-MEA 0-40 mM. La gréfica presentada muestra el resultado del ELISA en el que se usé una
concentracién de anticuerpos total de 20 pg/ml. La 2-MEA indujo eficientemente el intercambio de brazos Fab, también
entre anticuerpos que contienen una bisagra estabilizada (CPPC). Con respecto a los dominios CH3, una combinacién
de 1gG4 humana x IgG1 humana con la triple mutacién T3501-K370T-F405L, dio como resultado niveles superiores de
reactividad biespecifica en comparacién con dos anticuerpos IgG4 de tipo silvestre.

Figura 6: Generaciéon de anticuerpos biespecificos usando intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre anticuerpos IgG1 e IgG4 humanos.

La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
los anticuerpos contra EGFR (2F8) y CD20 (7D8) humanos indicados se determiné mediante espectrometria de masas
para todas las muestras de la serie de concentraciones de 2-MEA 0-40 mM. (A) Se muestran ejemplos representativos
de los perfiles de espectrometria de masas para muestras de reacciones de intercambio de brazos Fab entre IgG1-
2F8-ITL x 1gG4-7D8-CPPC con 2-MEA 0 mM, 7 mM y 40 mM. (B) Después de la cuantificacién de los datos de
espectrometria de masas, se calculé el porcentaje de anticuerpos biespecificos y se representé frente a la
concentracién de 2-MEA en la reaccién de intercambio de brazos Fab. IgG4-2F8 x IgG4-7D8 dio como resultado
~50 % de anticuerpo biespecifico. 1gG1-2F8-ITL x 1gG4-7D8-CPPC dio como resultado ~95 % de anticuerpo
biespecifico.

Figura 7: Analisis de estabilidad de anticuerpos biespecificos heterodiméricos obtenidos mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA. La estabilidad de las muestras biespecificas generadas mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA mediante la combinacién de 1gG1-2F8-ITL x IgG4-7D8-CPPC (A) o
IgG4-2F8 x |gG4-7D8 (B) se sometid a ensayo midiendo la unién biespecifica de EGFR/CD20 en un ELISA después
de una reaccién de intercambio de brazos Fab inducida por GSH en presencia de las concentraciones indicadas de
IgG4 irrelevante. La unién biespecifica se presenta con respecto a la unién biespecifica del material de partida (control),
que se fijé en el 100 %. (A) La unién biespecifica del producto biespecifico inducido por 2-MEA derivado de 1gG1-2F8-
ITL x 1gG4-7D8-CPPC se conservd, indicando un producto estable que no participd en el intercambio de brazos Fab
en condiciones de GSH. (B) La unién EGFR/CD?20 biespecifica del producto biespecifico inducido por 2-MEA derivado
de 1gG4-2F8 x 1IgG4-7D8 se redujo, indicando que el producto participé en el intercambio de brazos Fab con el IgG4
irrelevante en condiciones de GSH.

Figura 8: Tasa de aclaramiento plasmatico de un anticuerpo biespecifico heterodimérico generado mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA. A tres grupos de ratones (3 ratones por grupo) se les inyectaron
los anticuerpos indicados: (1) 100 ug de anticuerpo biespecifico, generado mediante intercambio de brazos Fab in
vitro inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-ITL x 19gG4-7D8-CPPC; (2) 100 pg de anticuerpo biespecifico + 1.000 pg de
IgG4 irrelevante; (3) 50 ug de IgG1-2F8-ITL + 50 pg de IgG4-7D8-CPPC. (A) Concentraciones de anticuerpos totales
a lo largo del tiempo, determinadas mediante ELISA. Las curvas de las concentraciones plasmaticas de anticuerpos
totales fueron las mismas para todos los anticuerpos. (B) Concentracién de anticuerpos biespecificos determinada
mediante un ELISA. La biespecificidad del anticuerpo inyectado fue la misma con y sin la adicion de un exceso de
IgG4 irrelevante. (*) La unioén biespecifica para la mezcla IgG1-2F8-ITL + 1gG4-7D8-CPPC fue inferior al limite de
deteccion y, por lo tanto, en este grafico no pudieron representarse los simbolos correspondientes. Se muestran los
valores medios de dos experimentos ELISA.

Figura 9: Pureza del anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab entre IgG1-2F8
humana e IgG4-7D8-CPPC. (A) La SDS-PAGE reductora (a) muestra bandas de las cadenas pesadas y ligeras tanto
para la muestra biespecifica como para la muestra de control de IgG1. SDS-PAGE no reductora (b). (B) Los resultados
méaximos del analisis por HP-SEC muestran que >98 % de la muestra biespecifica es homogénea y practicamente no
era detectable ningln agregado de anticuerpos. (C) La espectrometria de masas muestra que el intercambio de brazos
Fab dio como resultado aproximadamente un 100 % de producto biespecifico.

Figura 10: Comparacion entre mutante triple (ITL), mutantes dobles (IT, IL, TL) y mutante simple (L) de IgG1-
2F8 humana en la generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab con IgG4-7D8
humana. La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-
MEA entre los mutantes triples y dobles de IgG1-2F8 humana y la 19gG4-7D8 de tipo silvestre con una bisagra de CPSC
(A) 0 1lgG4-7D8-CPPC mutante con una bisagra estabilizada (B), o el mutante simple IgG1-2F8-F405L e IgG4-7D8 con
una bisagra de CPSC de tipo silvestre o de CPPC estabilizada (C), se determiné mediante un ELISA. Se analizé una
serie de concentraciones (anticuerpos totales) de 0-20 pug/ml o 0-10 pg/ml en el ELISA para los experimentos que
incluyeron los mutantes dobles y simples, respectivamente. Las combinaciones con los mutantes dobles IgG1-2F8-IL
y -TL dan como resultado una unién EGFR/CD20 biespecifica similar a la del mutante triple 1gG1-ITL. Las
combinaciones con IgG1-2F8-IT no dan como resultado un producto biespecifico. Las combinaciones con el mutante
simple |gG1-2F8-F405L dan como resultado una unién EGFR/CD20 biespecifica.

Figura 11: Generacion de anticuerpos biespecificos usando intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA a
diferentes temperaturas. A la generacién de anticuerpos biespecificos mediante la combinacién de los anticuerpos
contra EGFR (2F8) y CD20 (7D8) humanos indicados en reacciones de intercambio de brazos Fab in vitro inducido
por 2-MEA a 0 °C, 20 °C y 37 °C le siguié en el tiempo un ELISA. La unién biespecifica fue mas eficiente a 37 °C y
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méas lenta a 20 °C. A 0 °C, no se midi6é generacién de unién biespecifica.

Figura 12: Generacioén de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab in vitro inducido por
diferentes agentes reductores. Se usé un ELISA para medir la generacién de anticuerpos biespecificos mediante la
combinacién de IgG1-2F8-ITL humana e IgG4-7D8-CPPC en una reaccién de reduccién con series de concentraciones
de los agentes reductores indicados. La unién biespecifica se midié después de las reacciones con DTT (maximo
obtenido a DTT 2,5 mM) y 2-MEA (maximo obtenido a 2-MEA 25 mM), pero no con GSH. (*) Se excluyeron los datos
de concentraciéon de GSH >10 mM debido a la formacién de agregados de anticuerpos.

Figura 13: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgG1-2F8-ITL e IgG1-7D8-K409X. La
generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
IlgG1-2F8-ITL y los mutantes 19G1-7D8-K409X indicados se determind mediante un ELISA. (A) Se analiz6 una serie
de concentraciones (anticuerpos totales) de 0-20 ug/ml. El control positivo es un lote purificado de anticuerpo
biespecifico, derivado de 1IgG1-2F8-ITL x IgG4-7D8-CPPC. (B) El intercambio se presenta como unién biespecifica a
20 pg/ml con respecto al control positivo (barra de color negro). Las barras de color gris oscuro representan la unién
biespecifica entre el control de IgG4 (IgG4-7D8 x IgG4-2F8), el control negativo (1IgG1-2F8 x IgG1-7D8-K409R) y entre
IgG1-2F8-ITL e 1gG4-7D8-CPPC. Las barras de color gris claro representan los resultados de reacciones de
intercambio de brazos Fab realizadas simultdneamente entre los mutantes 1I9G1-7D8-K409X indicados e 1IgG1-2F 8-
ITL.

Figura 14: La desglicosilacién de anticuerpos no afecta a la generacion de anticuerpos biespecificos mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA. La generacién de anticuerpos biespecificos después del
intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre los anticuerpos contra EGFR (2F8) y CD20 (7D8)
indicados se determiné mediante un ELISA. El intercambio con los anticuerpos 7D8 se compar6 con sus variantes
desglicosiladas enzimaticamente. En el ELISA se analizd una serie de concentraciones (anticuerpo total) de O-
20 pg/ml. Las reacciones de intercambio de brazos Fab que implicaban anticuerpos desglicosilados (desglic)
mostraron curvas de union biespecificas idénticas a las de las variantes glicosiladas de las que derivaban.

Figura 15: La capacidad para participar en el intercambio de brazos Fab se correlaciona con la fuerza de la
interaccién CH3-CH3. (A), (B) y (C) Generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab
inducido por GSH entre las construcciones IgG1-2F8 e 1gG1-7D8 (A) o 1gG4-2F8 e IgG4-7D8 (B y C) con las
mutaciones indicadas, presentados como unién biespecifica en un ELISA a lo largo del tiempo. La biespecificidad se
presenta con respecto al control de 1gG4-2F8 x IgG4-7D8 después de 24 h. (D) y (E) Relacién entre la Kp aparente
(Tabla 2) y la generacidn de anticuerpos biespecificos después de 24 horas (Figuras 15A/B/C) para moléculas a base
de IgG1 (D) o a base de IgG4 (E).

Figura 16: Alineacién de secuencia del anticuerpo anti-EGFr 2F8 en una cadena principal de IgG1, IgG4 e IgG3
(parcial). Se representa la numeracién de los aminoacidos de acuerdo con Kabat y el indice EU (ambos descritos en
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 Ed. Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)).

Figura 17: Generacioén de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab in vitro inducido por
diferentes agentes reductores. Se usé un ELISA para medir la generacién de anticuerpos biespecificos mediante la
combinacién de IgG1-2F8-F405L humana e 1gG1-7D8-K409R en una reaccién de reduccién con series de
concentraciones de los agentes reductores indicados. Los valores de DO medidos se normalizaron a la sefial de una
muestra de control biespecifica derivada del intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-ITL x
IlgG4-7D8-CPPC, que se fij6 en el 100 %. La unién biespecifica maxima se midié después de las reacciones con DTT
en el intervalo de concentracién de 0,5-50 mM, 2-MEA en el intervalo de concentracién de 25-50 mM vy tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP) en el intervalo de concentracién de 0,5-5,0 mM, pero no con GSH. (*) Se excluyeron los
datos de concentracién de GSH = 25 mM debido a la formacién de agregados de anticuerpos.

Figura 18: Generacion de anticuerpos biespecificos usando intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre IgG1-2F8-F405L e IgG1-7D8-K409R humanas.

(A) La generacion de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA se
determind mediante un ELISA. La grafica presentada muestra el resultado del ELISA en el que se usd una
concentracién de anticuerpos total de 20 ug/ml. 2-MEA indujo eficientemente el intercambio de brazos Fab. (B) La
generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA se
determiné mediante espectrometria de masas para todas las muestras de la serie de concentraciones de 2-MEA 0-
40 mM. Después de la cuantificacién de los datos de espectrometria de masas, se calcul6 el porcentaje de anticuerpos
biespecificos y se representé frente a la concentracién de 2-MEA en la reaccién de intercambio de brazos Fab. IgG1-
2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R dio como resultado ~100 % de anticuerpo biespecifico, confirmando los datos de
ELISA.

Figura 19: Pureza del anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab entre IgG1-2F8-
F405L x IgG1-7D8-K409R humanas. La espectrometria de masas muestra que el intercambio de brazos Fab dio
como resultado aproximadamente el 100 % de producto biespecifico.

Figura 20: Aclaramiento plasmatico de un anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos
Fab inducido por 2-MEA. A dos grupos de ratones (3 ratones por grupo) se les inyectaron los anticuerpos indicados:
(1) 100 pg de anticuerpo biespecifico, generado mediante intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
IlgG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R; (2) 100 ug de anticuerpo biespecifico + 1.000 pg de 1gG4 irrelevante. (A)
Concentraciones de anticuerpos totales a lo largo del tiempo, determinadas mediante ELISA. Las curvas de las
concentraciones plasmaticas de anticuerpos totales fueron las mismas para todos los anticuerpos. (B) Concentracién
de anticuerpos biespecificos determinada mediante un ELISA. La biespecificidad del anticuerpo inyectado fue la misma
con y sin la adicién de un exceso de |gG4 irrelevante.
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Figura 21: Destrucciéon celular mediada por CDC de células que expresan CD20 mediante un anticuerpo
biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-F405L x IgG1-
7D8-K409R. Se usaron series de concentraciones de los anticuerpos indicados para someter a ensayo su capacidad
para mediar CDC en células Daudi (A) y Raji (B). Ambas estirpes celulares expresan CD20 pero no EGFR. La
introduccién de K409R en IgG1-7D8 no influyé en su capacidad para inducir CDC. El anticuerpo biespecifico derivado
del intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R todavia fue capaz de
inducir CDC.

Figura 22: Destruccién celular mediada por ADCC de células que expresan EGFR mediante un anticuerpo
biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-F405L x IgG1-
7D8-K409R. Se usaron series de concentraciones de los anticuerpos indicados para someter a ensayo su capacidad
para mediar ADCC en células A431. IgG1-7D8 no puede unirse a las células A431 negativas para CD20 vy, en
consecuencia, no indujo ADCC. El anticuerpo contra EGFR IgG1-2F8 indujo ADCC, también después de la
introduccién de las mutaciones F405L en el dominio CH3. La funcién efectora de ADCC de 1gG1-2F8-F405L se
conservé en el formato biespecifico obtenido mediante intercambio de brazos Fab entre IgG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-
K409R.

Figura 23: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgG1-2F8-F405X e IgG1-7D8-K409R.
La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
los mutantes 1IgG1-2F8-F405X indicados e 1gG1-7D8-K409R se determind mediante un ELISA. (A) En el ELISA se
analizé una serie de concentraciones (anticuerpos totales) de 0-20 pg/ml. El control positivo es un lote purificado de
anticuerpo biespecifico, derivado de 1gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R. (B) El intercambio se presenta como unién
biespecifica a una concentraciéon de anticuerpos de 20 pg/ml con respecto al control positivo (barra de color negro).
Las barras de color gris oscuro representan la unidén biespecifica entre el control de 1IgG4 (IgG4-7D8 x IgG4-2F8) y el
control negativo (IgG1-2F8 x 1gG1-7D8-K409R). Las barras de color gris claro representan los resultados de
reacciones de intercambio de brazos Fab realizadas simultaneamente entre los mutantes 19G1-2F8-F405X indicados
e 1gG1-7D8-K409R o controles.

Figura 24: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgG1-2F8-Y407X e 1gG1-7D8-K409R.
La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
los mutantes 1gG1-2F8-Y407X indicados e IgG1-7D8-K409R se determiné mediante un ELISA. (A) En el ELISA se
analizé una serie de concentraciones (anticuerpos totales) de 0-20 pg/ml. El control positivo es un lote purificado de
anticuerpo biespecifico, derivado de 1gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R. (B) El intercambio se presenta como unién
biespecifica a una concentraciéon de anticuerpos de 20 pg/ml con respecto al control positivo (barra de color negro).
Las barras de color gris oscuro representan la unidén biespecifica entre el control de 1IgG4 (IgG4-7D8 x IgG4-2F8) y el
control negativo (IgG1-2F8 x 1gG1-7D8-K409R). Las barras de color gris claro representan los resultados de
reacciones de intercambio de brazos Fab realizadas simultaneamente entre los mutantes |gG1-2F8-Y407X indicados
e 1gG1-7D8-K409R o controles.

Figura 25: Anélisis del anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras (Figura 25(A)) y reductoras (Figura 25(B)).

Figura 26: Perfiles de HP-SEC del material de partida homodimérico IgG1-2F8-F405L (Figura 26 (B)), el material de
partida homodimérico IgG1-7D8-K409R (Figura 26 (A)), la mezcla (1:1) de ambos homodimeros (Figura 26 (C)) y el
producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x
IgG1-7D8-K409R (Figura 26 (D)).

Figura 27: Espectrometria de masas (EM-IEN) del material de partida homodimérico 1IgG1-2F8-F405L (Figura 27 (B)),
el material de partida homodimérico 1IgG1-7D8-K409R (Figura 27 (A)), la mezcla (1:1) de ambos homodimeros (Figura
27 (C)) y el producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-
F405L x 1gG1-7D8-K409R (Figura 27 (D)).

Figura 28: Perfiles de isoelectroenfoque capilar (clEF, por sus siglas en inglés) del material de partida homodimérico
IlgG1-2F8-F405L (Figura 28 (A)), el material de partida homodimérico 1gG1-7D8-K409R (Figura 28 (B)), la mezcla (1:1)
de ambos homodimeros (Figura 28 (C)) y el producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R (Figura 28 (D)).

Figura 29: Perfiles de HPLC-CIEX del material de partida homodimérico IgG1-2F8-F405L (Figura 29 (A)), el material
de partida homodimérico 1IgG1-7D8-K409R (Figura 29 (B)), la mezcla (1:1) de ambos homodimeros (Figura 29 (C)) y
el producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 19G1-2F8-F405L x
IgG1-7D8-K409R (Figura 29 (D)).

Figura 30: Anélisis por espectrometria de masas de ionizacién por electronebulizacién de IgG obtenida mediante
cotransfeccién de los vectores de expresién que codifican la cadena pesada y ligera de IgG1-7D8-K409R o 1gG1-2F8-
F405. Los picos de heterodimero se indican con un *. Los picos de homodimero se indican con un 7.

Figura 31: Reaccion de intercambio de los homodimeros IgG1-2F8-F405L e 1IgG1-7D8-K409R controlada mediante
cromatografia de liquidos de alta presion e intercambio catiénico (HPLC-CIEX, por sus siglas en inglés) después de
la inyeccidn a diferentes intervalos.

Figura 32: Homodimeros residuales de la reaccién de intercambio como se muestra en la Figura 32, detectados con
el método de CIEX (indicados por flechas).

Figura 33: Generacién de anticuerpos biespecificos a diversas concentraciones de 1gG, concentraciones de 2-MEA,
temperaturas de incubacién y tiempos determinados mediante un ELISA.

Figura 34: Generacién de anticuerpos biespecificos a diversas concentraciones de 1gG, concentraciones de 2-MEA,
temperaturas y tiempos de incubacién determinados mediante un ELISA y comparados con el control que se fij6
arbitrariamente en el 100 %.
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Figura 35: Generacién de anticuerpos biespecificos a diversas concentraciones de 1gG, concentraciones de 2-MEA,
temperaturas de incubacién y tiempos analizada mediante HPLC-CIEX.

Figura 36: La generacion de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-
MEA entre los mutantes 1IgG1-2F8-L368X indicados e 19G1-7D8-K409R se determiné mediante un ELISA usando una
serie de concentraciones (anticuerpo total) de 0-20 pg/ml (Figura 37(A)). El control positivo es un lote purificado de
anticuerpo biespecifico, derivado de 1gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R. La Figura 37(B) muestra la unién
biespecifica a 20 pg/ml con respecto al control positivo (barra de color negro). Las barras de color gris oscuro
representan la unién biespecifica entre el control de 1IgG4 (1gG4-7D8 x 1gG4-2F8) y el control negativo (IgG1-2F8 x
IlgG1-7D8-K409R). Las barras de color gris claro representan los resultados de reacciones de intercambio de brazos
Fab realizadas simultdneamente entre los mutantes 19G1-2F8-L368X indicados e 19G1-7D8-K409R.

Figura 37: La generacion de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-
MEA entre los mutantes 1gG1-2F8-K370X indicados e 1gG1-7D8-K409R se determiné mediante un ELISA usando una
serie de concentraciones (anticuerpo total) de 0-20 pg/ml (Figura 37(A)). El control positivo es un lote purificado de
anticuerpo biespecifico, derivado de 1gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R. La Figura 37(B) muestra la unién
biespecifica a 20 pg/ml con respecto al control positivo (barra de color negro). Las barras de color gris oscuro
representan la unién biespecifica entre el control de 1IgG4 (1gG4-7D8 x 1gG4-2F8) y el control negativo (IgG1-2F8 x
IlgG1-7D8-K409R). Las barras de color gris claro representan los resultados de reacciones de intercambio de brazos
Fab realizadas simultdneamente entre los mutantes 1gG1-2F8-D370X indicados e IgG1-7D8-K409R.

Figura 38: La generacion de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-
MEA entre los mutantes IgG1-2F8-D399X indicados e 1IgG1-7D8-K409R se determiné mediante un ELISA usando una
serie de concentraciones (anticuerpo total) de 0-20 pg/ml (Figura 38(A)). La Figura 38(B) muestra la unién biespecifica
a una concentracién de anticuerpo de 20 ug/ml con respecto al control positivo (barra de color negro). Las barras de
color gris oscuro representan la unién biespecifica entre el control de IgG4 (IgG4-7D8 x |gG4-2F8) y el control negativo
(1gG1-2F8 x IgG1-7D8-K409R). Las barras de color gris claro representan los resultados de reacciones de intercambio
de brazos Fab realizadas simultaneamente entre los mutantes 1gG1-2F8-D399X indicados e 1gG1-7D8-K409R.
Figura 39: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre cuatro combinaciones de mutantes de IgG1 diferentes
a 15 °C después de incubaciones de 0, 30, 60, 105 y 200 min determinado mediante ELISA s&dndwich.

Figura 40: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre combinaciones de mutantes de IgG1 diferentes
después de la incubacién de anticuerpos a 15 °C durante 90 min determinado mediante ELISA sandwich.

Figura 41: Fosforilacién de c-Met por anticuerpos especificos de c-Met. Se incuban células A549 durante 15 minutos
con HGF o un panel de anticuerpos diferentes. Las proteinas se separan mediante electroforesis en gel SDS-page y
se transfieren a membranas mediante transferencia Western. Se detectan c-Met fosforilado, c-Met total y B-actina
mediante anticuerpos contra c-Met fosforilado, c-Met total o B-actina.

Figura 42: Ensayo de proliferacién con células NCI-H441. Se incubaron células NCI-H441 durante siete dias con IgG1
biespecifica monovalente 069/b12, los anticuerpos de control (IgG1-069, UniBody-069, IgG1-b12) se dejaron sin tratar.
Se determiné la masa celular y se represent6 gréficamente como porcentaje de muestras no tratadas (establecido
como 100 %)

Figura 43: Destruccién celular mediada por CDC de células que expresan CD20 mediante anticuerpos biespecificos
generados mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-7D8-F405L o IgG1-2F8-F405L e 19G1-
7D8-K409R. Se usaron series de concentraciones de los anticuerpos indicados para someter a ensayo su capacidad
para mediar CDC en células Daudi (A) y Raji (B). Ambas estirpes celulares expresan CD20 pero no EGFR. El
anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-7D8-F405L x
IlgG1-7D8-K409R fue tan eficaz como 1gG1-7D8 en la induccién de la destruccién celular mediada por CDC. El
anticuerpo biespecifico derivado del intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG2-2F8-F405L x 1gG1-
7D8-K409R da como resultado un anticuerpo biespecifico de unién a CD20 monovalente, lo que afecté levemente a
la induccién de la destruccién celular mediada por CDC.

Figura 44: Destruccidn de células A431 inducida por anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 preincubados anti-
ETA'-kappa. La viabilidad de las células A431 después de 3 dias de incubacién con anticuerpos contra HER2,
preincubados con anti-kappa-ETA'. La viabilidad celular se cuantific6 usando Alamarblue. Los datos mostrados son
intensidades de fluorescencia (IF) de un experimento con células A431 tratadas con anticuerpos contra HER?2
conjugados con anti-kappa-ETA' y anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2. Se usé estaurosporina como control
positivo, mientras que se usé un anticuerpo de control de isotipo como control negativo.

Figura 45: Las moléculas biespecificas de HER2 x HER?2 indujeron la modulaciéon negativa del receptor HER2.
Porcentaje relativo de los niveles de expresion de HER2 en lisados de células AU565 después de 3 dias de incubacion
con mAb 10 ug/ml. La cantidad de HER2 se cuantificé usando un ELISA de captura especifico de HER2 y se
representd como porcentaje de inhibicidén en comparacién con las células sin tratar. Los datos mostrados son la media
de dos experimentos mas la desviacidn tipica.

Figura 46: Anélisis de colocalizacién de anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 (FITC) con el marcador lisosémico
LAMP1 (Cy5). Intensidad de pixeles de FITC superpuesta con Cy5 para diversos anticuerpos contra HER2
monoespecificos y anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 (Figura 46 (B)) Se representa la intensidad de pixeles
de FITC en pixeles positivos para LAMP1/Cy5 de tres imagenes diferentes para cada anticuerpo analizado. Los
monoespecificos muestran intensidades de pixeles de FITC inferiores en los pixeles positivos para LAMP1/Cy5 en
comparacién con los biespecificos. La Figura 46 (B) representa el valor medio de la intensidad de pixeles de FITC por
pixel positivo para LAMP1/Cy5 calculado a partir de las tres imagenes diferentes. En conjunto, estos resultados indican
que después de la internalizacidn, niveles superiores de anticuerpos biespecificos, en comparacién con anticuerpos
monoespecificos, se localizan en vesiculas positivas para Lamp1/Cy5.
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Figura 47: Inhibicién de la proliferacién por anticuerpos mono y biespecificos de HER-2. Se sembraron células AU565
en presencia de anticuerpo contra HER2 o anticuerpo biespecifico de HER2 x HER2 10 pg/ml en medio de cultivo
celular sin suero. Después de tres dias, la cantidad de células viables se cuantificé con Alamarblue y la viabilidad
celular se presentd como un porcentaje con respecto a las células sin tratar. Se usé un anticuerpo de control de isotipo
como control negativo. Los datos mostrados son el porcentaje de células AU565 viables en comparacién con las
células sin tratar, medido en cinco veces * la desviacion tipica. * indica que solo se representé un punto de datos.
Figura 48: Unién de anticuerpos IgG1 mono y biespecificos e IgG1 con bisagra suprimida a FcRn humano y de ratén
a diferentes pH. Se incubaron placas con FcRn humano y de ratén con diferentes anticuerpos 1gG1 mono y
biespecificos 0 moléculas de IgG1 con bisagra suprimida. La unién a FcRn se analizé mediante ELISA a 405 nm. (A)
Unién de anticuerpos IgG1 mono y biespecificos y moléculas de IgG1 con bisagra suprimida (Uni-G1) a FcRn humano
a pH 7,4y 6,0. La unién a FcRn humano es muy baja a pH neutro. A pH 6,0, los anticuerpos (biespecificos) se unen
eficazmente al FcRn humano, a menos que contengan la mutacién H435A. Las moléculas de IgG1 con bisagra
suprimida (Uni-G1) se unen al FcRn humano con baja eficiencia. (B) Unién de anticuerpos IgG1 mono y biespecificos
y moléculas de IgG1 con bisagra suprimida (Uni-G1) a FcRn de ratén a pH 7,4 y 6,0. La unién a FcRn de ratén es muy
baja a pH neutro. A pH 6,0, los anticuerpos (biespecificos) se unen muy eficientemente a FcRn de ratén, a menos que
contengan la mutacién H435A en ambos brazos Fab. La molécula biespecifica que alberga la mutacion H435A en un
solo brazo Fab todavia puede unirse a FcRn de ratén. Las moléculas de IgG1 con bisagra suprimida (Uni-G1) se unen
a FcRn de ratén con una eficiencia intermedia y la molécula biespecifica de IgG1 con bisagra suprimida (Uni-G1) que
alberga la mutacion H435A solo en el brazo Fab es ligeramente menos eficiente.

Figura 49: Citotoxicidad mediada por linfocitos T de células AU565 mediante anticuerpos biespecificos de Her2 x
CD3, asi como mediante mutantes N297Q de anticuerpos biespecificos de Her2 x CD3.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

El término "inmunoglobulina" se refiere a una clase de glicoproteinas estructuralmente relacionadas que consisten en
dos pares de cadenas polipeptidicas, un par de cadenas ligeras (L) de bajo peso molecular y un par de cadenas
pesadas (H), las cuatro interconectadas por enlaces disulfuro. La estructura de las inmunoglobulinas se ha
caracterizado bien. Véase, por ejemplo, Fundamental Immunology Capitulo 7 (Paul, W, ed., 2.2 ed. Raven Press, N.Y.
(1989)). Brevemente, cada cadena pesada comprende normalmente una regién variable de cadena pesada (abreviada
en el presente documento VH) y una regién constante de cadena pesada. La regién constante de cadena pesada
normalmente comprende tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Las cadenas pesadas estan interconectadas a través de
enlaces disulfuro en la denominada "regidn bisagra". Cada cadena ligera normalmente comprende una regién variable
de cadena ligera (abreviada en el presente documento VL) y una regién constante de cadena ligera. La regién
constante de cadena ligera normalmente comprende un dominio, CL. Normalmente, la numeracién de los restos de
aminoécidos en la regién constante se realiza de acuerdo con el indice EU descrito en Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5.2 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991).
La Figura 16 proporciona una vision de conjunto de la numeraciéon UE y de Kabat para diferentes formas de isotipo
del anticuerpo 2F8 (documento WO 02/100348). Las regiones VH y VL pueden subdividirse adicionalmente en
regiones de hipervariabilidad (o regiones hipervariables, que pueden ser hipervariables en secuencia y/o en forma de
bucles definidos estructuralmente), también denominadas regiones determinantes de la complementariedad (CDR,
por sus siglas en inglés), intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco
conservadas (FR, por sus siglas en inglés). Cada VH y VL comprende normalmente tres CDR y cuatro FR, dispuestas
del extremo amino al extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (véase también
Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196, 901 917 (1987)).

Cuando se usa en el presente documento, la expresidn "brazo Fab" se refiere a un par de cadena pesada-cadena
ligera.

Cuando se usa en el presente documento, la expresién "regidon Fc" se refiere a una regiéon de anticuerpo que
comprende al menos la regién bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3.

El término "anticuerpo” (Ab, por sus siglas en inglés) en el contexto de la presente invencidn se refiere a una molécula
de inmunoglobulina, un fragmento de una molécula de inmunoglobulina o un derivado de cualquiera de los mismos,
que tiene la capacidad para unirse especificamente a un antigeno en condiciones fisiolégicas normales con una
semivida de periodos de tiempo significativos, tal como al menos aproximadamente 30 min, al menos
aproximadamente 45 min, al menos aproximadamente una hora, al menos aproximadamente dos horas, al menos
aproximadamente cuatro horas, al menos aproximadamente 8 horas, al menos aproximadamente 12 horas (h),
aproximadamente 24 horas o més, aproximadamente 48 horas o mas, aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7 0 mas dias, etc,,
o cualquier otro periodo relevante funcionalmente definido (tal como un tiempo suficiente para inducir, promover,
potenciar y/o modular una respuesta fisioldgica asociada a la unién del anticuerpo al antigeno y/o tiempo suficiente
para que el anticuerpo reclute una actividad efectora). Las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de la
molécula de inmunoglobulina contienen un dominio de unién que interactiia con un antigeno. Las regiones constantes
de los anticuerpos (Ab) pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a tejidos o factores del hospedador,
incluyendo diversas células del sistema inmunitario (tales como las células efectoras) y componentes del sistema del
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complemento tales como C1q, el primer componente de la via clasica de activacién del complemento. Un anticuerpo
también puede ser un anticuerpo biespecifico, diacuerpo o molécula similar. La expresién "anticuerpo biespecifico” se
refiere a un anticuerpo que tiene especificidades para al menos dos epitopos diferentes, epitopos normalmente no
superpuestos. Como se ha indicado anteriormente, el término anticuerpo en el presente documento, a menos que se
indique otra cosa o que el contexto lo contradiga claramente, incluye fragmentos de un anticuerpo que conservan la
capacidad para unirse especificamente al antigeno. Dichos fragmentos pueden proporcionarse mediante cualquier
técnica conocida, tal como escisién enzimatica, sintesis de péptidos y técnicas de expresiéon recombinante. Se ha
demostrado que la funcién de unién a antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un
anticuerpo de longitud completa, por ejemplo, un fragmento F(ab')2. También debe entenderse que el término
anticuerpo, a menos que se indique otra cosa, también incluye anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales
(mAb), polipéptidos similares a anticuerpos, tales como anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Un
anticuerpo generado puede poseer cualquier isotipo.

La expresién "anticuerpo de longitud completa”, cuando se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo
que contiene todos los dominios constantes y variables de cadena pesada y ligera que normalmente se encuentran
en un anticuerpo de ese isotipo.

Como se usa en el presente documento, "isotipo” se refiere a la clase de inmunoglobulina (por ejemplo, 1gG1, 19G2,
1gG3, 1gG4, IgD, IgA, IgE o IgM) que esté codificada por los genes de la regiéon constante de cadena pesada.

La expresién "anticuerpo humano”, como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de estirpe germinal humana. Los
anticuerpos humanos de la invenciéon pueden incluir restos de aminoécidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de estirpe germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria
o especifica de sitio in vifro 0 mediante mutacién somatica in vivo). Sin embargo, la expresién "anticuerpo humano",
como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que secuencias CDR derivadas de la
estirpe germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se han injertado en secuencias armazén humanas.

Cuando se usa en el presente documento, la expresién "anticuerpo de cadena pesada" o "anticuerpo de cadena
pesada" se refiere a un anticuerpo que consiste sélo en dos cadenas pesadas y carece de las dos cadenas ligeras
que por lo general se encuentran en los anticuerpos. Los anticuerpos de cadena pesada, que se encuentran de forma
natural, por ejemplo, en los camélidos, pueden unirse a antigenos a pesar de tener s6lo dominios VH.

El término "epitopo" significa una proteina determinante capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos por lo general consisten en agrupaciones de moléculas de superficie tales como cadenas laterales de
aminoécidos o azlcares y por lo general tienen caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Los epitopos conformacionales y no conformacionales se distinguen por que la
unidén a los primeros, pero no a los segundos, se pierde en presencia de disolventes desnaturalizantes. El epitopo
puede comprender restos de aminoacidos directamente implicados en la unién (también denominados componente
inmunodominante del epitopo) y otros restos de aminoéacidos, que no estan directamente implicados en la unién, tales
como restos de aminoacidos que son bloqueados eficazmente por el péptido de unién a antigeno especificamente (en
otras palabras, el resto de aminoécido esta dentro de la huella del péptido de unién a antigeno especificamente).

Como se usa en el presente documento, el término "unién" la expresion "se une especificamente” en el contexto de la
unién de un anticuerpo a un antigeno predeterminado normalmente es una unién con una afinidad correspondiente a
una Kp de aproximadamente 10 M o menos, por ejemplo, 107 M o menos, tal como aproximadamente 103 M o
menos, tal como aproximadamente 10°° M o menos, aproximadamente 10 M o menos, o aproximadamente 101" M
o incluso menos cuando se determina mediante, por ejemplo, tecnologia de resonancia de plasmén superficial (SPR,
por sus siglas en inglés) en un instrumento BlAcore 3000 que usa el antigeno como ligando y el anticuerpo como
analito, y se une al antigeno predeterminado con una afinidad correspondiente a una Kp que es al menos diez veces
inferior, tal como al menos 100 veces inferior, por ejemplo, al menos 1.000 veces inferior, tal como al menos
10.000 veces inferior, por ejemplo, al menos 100.000 veces inferior que su afinidad por la unién a un antigeno no
especifico (por ejemplo, BSA, caseina) distinto del antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente relacionado.
La cantidad con la que la afinidad es inferior depende de la Kp del anticuerpo, de manera que cuando la Kp del
anticuerpo es muy baja (es decir, el anticuerpo es altamente especifico), la cantidad con la que la afinidad por el
antigeno es inferior a la afinidad por un antigeno no especifico puede ser de al menos 10.000 veces. El término "Kp"
(M), como se usa en el presente documento, se refiere a la constante de disociacién en el equilibrio de una interaccién
anticuerpo-antigeno particular.

Cuando se usa en el presente documento, la expresién "interaccion heterodimérica entre la regiones CH3 primera y
segunda" se refiere a la interaccién entre la primera regién CH3 y la segunda regién CH3 en una proteina
heterodimérica primera-CH3/segunda-CH3.

Cuando se usa en el presente documento, la expresion "interacciones homodiméricas de la regiones CH3 primera y

segunda" se refiere a la interacciéon entre una primera regién CH3 y otra primera regién CH3 en una proteina
homodimérica primera-CH3/primera-CH3 y la interaccién entre una segunda regién CH3 y otra segunda regién CH3
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en una proteina homodimérica segunda-CH3/segunda-CH3.

Un "anticuerpo aislado", como se usa en el presente documento, indica que el material se ha eliminado de su entorno
original (por ejemplo, el entorno natural si se produce de forma natural o la célula hospedadora si se expresa de forma
recombinante). También es ventajoso que los anticuerpos estén en forma purificada. El término "purificado" no requiere
pureza absoluta; mas bien, se prevé como una definicién relativa, que indica un aumento de la concentraciéon de
anticuerpos con respecto a la concentracién de contaminantes en una composicién en comparacién con el material
de partida.

La expresion "célula hospedadora”, como se usa en el presente documento, pretende referirse a una célula en la que
se ha introducido un vector de expresion, por ejemplo, un vector de expresiéon que codifica un anticuerpo de la
invencién. Las células hospedadoras recombinantes incluyen, por ejemplo, transfectomas, tales como células CHO,
células HEK293, células NS/0 y células linfociticas.

Cuando se usa en el presente documento, el término "coexpresion" de dos o méas construcciones de acido nucleico,
se refiere a la expresion de las dos construcciones en una Unica célula hospedadora.

La expresién "proteina de célula tumoral" se refiere a una proteina ubicada en la superficie celular de una célula
tumoral.

Como se usa en el presente documento, la expresién "célula efectora" se refiere a una célula inmunitaria que participa
en la fase efectora de una respuesta inmunitaria, a diferencia de las fases cognitiva y de activacién de una respuesta
inmunitaria. Las células inmunitarias de ejemplo incluyen una célula de origen mieloide o linfoide, por ejemplo, linfocitos
(tales como linfocitos B vy linfocitos T, incluyendo linfocitos T citoliticos (CTL, por sus siglas en inglés)), linfocitos
citoliticos, linfocitos citoliticos naturales, macréfagos, monocitos, eosindéfilos, células polimorfonucleares, tales como
neutréfilos, granulocitos, mastocitos y baséfilos. Algunas células efectoras expresan receptores de Fc especificos y
realizan funciones inmunitarias especificas. En algunas realizaciones, una célula efectora es capaz de inducir
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés), tal como un linfocito citolitico natural,
capaz de inducir ADCC. En algunas realizaciones, una célula efectora puede fagocitar un antigeno diana o una célula
diana.

La expresion "condiciones reductoras" o "entorno reductor" se refiere a unas condiciones 0 a un entorno en el que un
sustrato, en el presente documento un resto cisteina en la regién bisagra de un anticuerpo, tiene més probabilidades
de reducirse que de oxidarse.

La expresién "isomerizacién de enlaces disulfuro” se refiere a un intercambio de enlaces disulfuro entre diferentes
cisteinas, es decir, la redistribucion de los enlaces disulfuro.

Aspectos y realizaciones adicionales de la invencién

Como se ha descrito anteriormente, en un primer aspecto, la invencién se refiere a un método in vitro para generar un
anticuerpo biespecifico, comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

a) proporcionar un primer anticuerpo monoespecifico homodimérico que comprende una regién Fc de
inmunoglobulina, comprendiendo dicha regién Fc una primera regién CH3, en donde dicho primer anticuerpo
monoespecifico comprende una Phe en la posicién 405y una Arg en la posicién 409 (numeracién EU) y una secuencia
Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central

b) proporcionar una segunda proteina homodimérica que comprende una regién Fc de inmunoglobulina,
comprendiendo dicha regién Fc una segunda regién CH3, en donde dicho segundo anticuerpo monoespecifico
comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 (numeracién EU) y una secuencia Cys-Pro-Pro-
Cys en la regién bisagra central,

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién
heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones
homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dicho primer anticuerpo monoespecifico se
une a un primer epitopo y dichos segundos anticuerpos monoespecificos se unen a un segundo epitopo, en donde
dichos epitopos primero y segundo son diferentes,

¢) incubar dicho primer anticuerpo monoespecifico junto con dicho segundo anticuerpo monoespecifico en condiciones
reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en las secuencias Cys-Pro-Pro-Cys de la regién bisagra central
experimenten isomerizacion de enlaces disulfuro, y

d) obtener dicho anticuerpo biespecifico.

El formato biespecifico puede usarse de muchas maneras para generar combinaciones deseadas de anticuerpos
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biespecificos. Ademéas de ser capaz de combinar anticuerpos dirigidos a diferentes antigenos de una manera muy
selectiva, puede usarse para cambiar una propiedad deseada, por ejemplo, para aumentar la CDC, mediante la
combinacién de dos anticuerpos diferentes dirigidos al mismo antigeno. Ademas, puede usarse para eliminar la
actividad agonista parcial de un anticuerpo antagonista o convertir un anticuerpo agonista en un anticuerpo antagonista
mediante la fabricacién de un anticuerpo biespecifico del mismo con un anticuerpo irrelevante (inactivo).

En algunas realizaciones, dicho primer y/o segundo anticuerpo monoespecifico comprende, ademas de la regién Fc,
una o mas o todas las demés regiones de un anticuerpo, es decir, una regién CH1, una regién VH, una regién CL y/o
una region VL. Por lo tanto, en una realizacién, dicho primer anticuerpo monoespecifico es un anticuerpo de longitud
completa. En otra realizacién, dicho segundo anticuerpo monoespecifico es un anticuerpo de longitud completa.

En una realizacién importante, dichos anticuerpos monoespecificos primero y segundo son preferentemente
anticuerpos de longitud completa y se unen a diferentes epitopos. Dichos epitopos pueden ubicarse en diferentes
antigenos o en el mismo antigeno.

En otras realizaciones, sin embargo, s6lo uno de los anticuerpos monoespecificos es un anticuerpo de longitud
completa y el otro anticuerpo monoespecifico no es un anticuerpo de longitud completa. En una realizacién adicional,
ninguno de los anticuerpos monoespecificos es un anticuerpo de longitud completa.

En una realizacién, la regiéon Fc del primer anticuerpo monoespecifico es de un isotipo seleccionado del grupo que
consiste en 1gG1, 19G2, 1gG3 e 1gG4 y la regién Fc del segundo anticuerpo monoespecifico es de un isotipo
seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 1gG3 y 1gG4. En una realizacién preferida, las regiones Fc de
ambos de tanto dicho primer como dicho segundo anticuerpo monoespecifico son del isotipo IgG1. En otra realizacién
preferida, una de las regiones Fc de dichos anticuerpos monoespecificos es del isotipo IgG1 y la otra del isotipo IgG4.
En la Ultima realizacién, el anticuerpo biespecifico resultante comprende una regién Fc de una IgG1 y una regién Fc
de una 1gG4 vy, por lo tanto, puede tener propiedades intermedias interesantes con respecto a la activacién de
funciones efectoras. Puede obtenerse un producto similar si dicho primer y/o segundo anticuerpo monoespecifico
comprende una mutacién que elimina el sitio aceptor para la glicosilacién ligada a Asn o se manipula de otro modo
para cambiar las propiedades de glicosilacion.

En una realizacién adicional, uno o ambos de los anticuerpos monoespecificos se modifican mediante ingenieria de
glicosilacién para reducir la fucosa y, por lo tanto, potenciar la ADCC, por ejemplo, mediante la adicién de compuestos
a los medios de cultivo durante la produccién de anticuerpos como se describe en el documento US2009317869 o
como se describe en van Berkel et al. (2010) Biotechnol. Bioeng. 105:350 o mediante el uso de células con inactivacién
de FUTS8, por ejemplo, como se describe en Yamane-Ohnuki et al. (2004) Biotechnol. Bioeng 87:614. La ADCC puede
optimizarse como alternativa usando el método descrito por Umafia et al. (1999) Nature Biotech 17:176.

En una realizacién adicional, uno o ambos anticuerpos monoespecificos se han modificado mediante ingenieria
genética para potenciar la activacién del complemento, por ejemplo, como se describe en Natsume et al. (2009) Cancer
Sci. 100:2411.

En una realizacién adicional, uno 0 ambos anticuerpos monoespecificos se han modificado por ingenieria genética
para reducir o aumentar la unién al receptor de Fc neonatal (FcRn) con el fin de manipular la semivida sérica de la
proteina heterodimérica.

En una realizacién adicional, uno de los anticuerpos de partida monoespecificos se ha modificado por ingenieria
genética para no unirse a la Proteina A, permitiendo de este modo separar el anticuerpo biespecifico de dichos
anticuerpos de partida homodiméricos haciendo pasar el producto sobre una columna de proteina A. En particular,
esto puede ser Util para realizaciones en donde se usa un exceso de un anticuerpo monoespecifico con respecto al
otro anticuerpo monoespecifico como material de partida. En dichas realizaciones, puede ser Util modificar por
ingenieria genética el anticuerpo monoespecifico que esta en exceso para que pierda su capacidad para unirse a la
proteina A. Después de la reaccién de heterodimerizacién, la proteina heterodimérica puede entonces separarse de
un excedente de proteina homodimérica sin intercambiar mediante el paso sobre una columna de proteina A.

En una realizacidén adicional, uno de los anticuerpos homodiméricos es un anticuerpo o un anticuerpo de longitud
completa que reconoce un epitopo no relevante o un anticuerpo de longitud completa que contiene secuencias
derivadas de la estirpe germinal que no han experimentado hipermutacién somatica y no se unen a autoantigenos. En
una realizacién de este tipo, el anticuerpo biespecifico actla como un anticuerpo monovalente. En otra realizacién,
ambas proteinas homodiméricas comprenden la misma cadena pesada, pero sélo una de las proteinas homodiméricas
contiene una cadena ligera que forma un sitio de unidén a antigeno funcional con dicha cadena pesada, mientras que
la otra proteina homodimérica contiene una cadena ligera no funcional, que no se une a ningln antigeno en
combinacién con dicha cadena pesada. En una realizaciéon de este tipo, la proteina heterodimérica actlia como un
anticuerpo monovalente. Una cadena ligera no funcional de este tipo puede ser, por ejemplo, una secuencia derivada
de la estirpe germinal que no ha experimentado hipermutacién somatica y no se une a autoantigenos.

Los anticuerpos que han de usarse como material de partida homodimérico de la presente invencién pueden
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producirse, por ejemplo, mediante el método del hibridoma descrito por primera vez por Kohler et al., Nature 256, 495
(1975), o pueden producirse mediante métodos de ADN recombinante. Los anticuerpos monoclonales también pueden
aislarse a partir de fagotecas de anticuerpos usando las técnicas descritas en, por ejemplo, Clackson et al., Nature
352, 624 628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol. 222, 581 597 (1991). Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse
de cualquier fuente adecuada. Por lo tanto, por ejemplo, los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse a partir de
hibridomas preparados a partir de linfocitos B esplénicos de murino obtenidos de ratones inmunizados con un antigeno
de interés, por ejemplo, en forma de células que expresan el antigeno en la superficie, o un &cido nucleico que codifica
un antigeno de interés. Los anticuerpos monoclonales también pueden obtenerse a partir de hibridomas derivados de
células que expresan anticuerpos de seres humanos o mamiferos no humanos inmunizados tales como ratas, perros,
primates, etc.

Los anticuerpos que han de usarse como material de partida homodimérico de la presente invencién pueden ser, por
ejemplo, anticuerpos quiméricos o humanizados. En otra realizaciéon, una o ambas de las proteinas de partida
homodiméricas, excepto por cualquier mutacién especificada, es un anticuerpo humano. Los anticuerpos
monoclonales humanos pueden generarse usando ratones transgénicos o transcromosémicos, por ejemplo, ratones
HuMADb, que portan partes del sistema inmunitario humano en lugar del sistema de ratén. El ratén HUMAb contiene un
minilocus de genes de inmunoglobulina humana que codifica las secuencias de inmunoglobulina de cadena pesada
(M YY)y cadena ligera kK humanas no reordenadas, junto con mutaciones dirigidas que inactivan los locus endégenos
de cadena p y Kk (Lonberg, N. et al., Nature 368, 856 859 (1994)). En consecuencia, los ratones presentan una
expresion reducida de IgM o k de ratdn y, en respuesta a la inmunizacién, los transgenes de cadena pesada y ligera
humanos introducidos, experimentan un cambio de clase y mutacién somatica para generar anticuerpos monoclonales
humanos de alta afinidad |gG,k (Lonberg, N. et al. (1994), citado anteriormente; revisado en Lonberg, N. Handbook of
Experimental Pharmacology 113, 49 101 (1994), Lonberg, N. y Huszar, D., Intern. Rev. Immunol. Vol. 13 65 93 (1995)
y Harding, F. y Lonberg, N. Ann. N.Y. Acad. Sci 764 536 546 (1995)). La preparacién de los ratones HUMAb se describe
con detalle en Taylor, L. et al., Nucleic Acids Research 20, 6287 6295 (1992), Chen, J. et al., International Immunology
5, 647 656 (1993), Tuaillon et al., J. Immunol. 152, 2912 2920 (1994), Taylor, L. et al., International Immunology 6, 579
591 (1994), Fishwild, D. et al., Nature Biotechnology 14, 845 851 (1996). Véanse también los documentos US
5.545.806, US 5.569.825, US 5.625.126, US 5.633.425, US 5.789.650, US 5.877.397, US 5.661.016, US 5.814.318,
US 5.874.299, US 5.770.429, US 5.545.807, WO 98/24884, WO 94/25585, WO 93/1227, WO 9222645, WO 92/03918
y WO 01/09187. Los esplenocitos de estos ratones transgénicos pueden usarse para generar hibridomas que secretan
anticuerpos monoclonales humanos de acuerdo con técnicas bien conocidas.

Ademas, los anticuerpos humanos de la presente invenciéon o los anticuerpos de la presente invencién de otras
especies pueden identificarse a través de tecnologias de tipo presentacion, incluyendo, sin limitacién, presentacion en
fagos, presentacion en retrovirus, presentacién en ribosomas, presentacién en mamiferos y otras técnicas, usando
técnicas conocidas en la materia, y las moléculas resultantes pueden someterse a maduracién adicional, tal como
maduracion por afinidad, ya que dichas técnicas son bien conocidas en la materia.

En una realizacién adicional de la invencidn, el anticuerpo o una parte del mismo, por ejemplo, una o mas CDR, es de
una especie de la familia Camelidae, véase el documento WO2010001251, o una especie de pez cartilaginoso, tal
como el tiburén nodriza o los anticuerpos de cadena pesada o de dominio.

En una realizacién del método de la invencién, dichos anticuerpos monoespecificos homodiméricos primero y segundo
proporcionados en la etapa a) y b) se purifican.

En una realizacién, el primer y/o segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico se conjuga con un farmaco, un
profarmaco o una toxina o contiene un grupo aceptor para el mismo. Dicho grupo aceptor puede ser, por ejemplo, un
aminoacido no natural.

Como se ha descrito anteriormente, las secuencias de las regiones CH3 primera y segunda de los anticuerpos
monoespecificos de partida homodiméricos son diferentes y son de manera que la interaccion heterodimérica entre
dichas regiones CH3 primera y segunda es més fuerte que cada una de las interacciones homodiméricas de dichas
regiones CH3 primera y segunda.

En una realizacién, la fuerza aumentada de la interaccién heterodimérica en comparacién con cada una de las
interacciones homodiméricas se debe a modificaciones de CH3 distintas de la introduccién de enlaces covalentes,
restos cisteina o restos con carga.

En algunas realizaciones, el producto de la invencién es altamente estable y no experimenta intercambio de brazos
Fab en condiciones ligeramente reductoras in vitro o, de manera importante, in vivo tras su administracién a un ser
humano. Por lo tanto, en una realizacién, la interacciéon heterodimérica entre dichos anticuerpos primero y segundo en
el anticuerpo heterodimérico resultante es de manera que no puede producirse ningln intercambio de brazos Fab a
GSH 0,5 mM en las condiciones descritas en el Ejemplo 13.

En otra realizacién, la interacciéon heterodimérica entre dichos anticuerpos primero y segundo en el anticuerpo
heterodimérico resultante es de manera que no se produce ningun intercambio de brazos Fab in vivo en ratones en
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las condiciones descritas en el Ejemplo 14.

En otra realizacién, la interacciéon heterodimérica entre dichos anticuerpos primero y segundo en el anticuerpo
heterodimérico resultante es més de dos veces mas fuerte, tal como mas de tres veces més fuerte, por ejemplo, méas
de cinco veces mas fuerte que la mas fuerte de las dos interacciones homodiméricas, por ejemplo, cuando se
determina como se describe en el Ejemplo 30.

En una realizacién adicional, las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son de manera que las
constantes de disociacién de la interaccién heterodimérica entre dicho anticuerpos primero y segundo en el anticuerpo
heterodimérico resultante son inferiores a 0,05 micromolar cuando se someten a ensayo como se describe en el
Ejemplo 30.

En una realizacién adicional, las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son de manera que las
constantes de disociacion de ambas interacciones homodiméricas son superiores a 0,01 micromolar, tal como,
superiores a 0,05 micromolar, preferentemente entre 0,01 y 10 micromolar, tal como entre 0,05 y 10 micromolar, mas
preferentemente entre 0,01 y 5, tal como entre 0,05 y 5 micromolar, incluso mas preferentemente entre 0,01 y 1
micromolar, tal como entre 0,05 y 1 micromolar, entre 0,01 y 0,5 o entre 0,01 y 0,1 cuando se someten a ensayo como
se describe en el Ejemplo 21. Las realizaciones en donde los anticuerpos de partida homodiméricos son relativamente
estables pueden tener la ventaja de que es mas fécil producir una gran cantidad de anticuerpo de partida y, por
ejemplo, evitar la agregacién o el plegamiento erréneo.

En algunas realizaciones, un anticuerpo heterodimérico estable puede obtenerse con un alto rendimiento usando el
método de la invencién sobre la base de dos anticuerpos de partida homodiméricos que contienen sélo unas pocas
mutaciones asimétricas, bastante conservadoras, en las regiones CH3.

Por lo tanto, en una realizacién, las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda contienen sustituciones
de aminoacidos en posiciones no idénticas.

En una realizacién, los aminoacidos son aminoacidos naturales.

En una realizacién, dicha primera proteina homodimérica no tiene mas de una sustitucién de aminoacido en la regién
CH3 y la segunda proteina homodimérica no tiene més de una sustitucién de aminoacido en la regién CH3 con
respecto a las regiones CH3 de tipo silvestre.

En una realizacion, el primer anticuerpo monoespecifico homodimérico tiene una sustitucién de aminoacido en la
posicién 405 y dicha segunda proteina homodimérica tiene una sustitucién de aminoacido en la posicién 409.

En una realizacion, el primer anticuerpo monoespecifico homodimérico tiene una sustitucién de aminoacido en la
posicién 409 y dicho segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico tiene una sustitucién de aminoacido en la
posicién 405.

En consecuencia, en una realizacion, las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda contienen mutaciones
asimétricas, es decir, mutaciones en diferentes posiciones en las dos regiones CH3, por ejemplo, una mutacién en la
posicién 405 en una de las regiones CH3 y una mutacién en la posicién 409 en la otra regién CH3.

En otra realizacién, dicho primer anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende Phe en la posicién 405 y una
Arg en la posicidén 409, y dicho segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende una Leu en la posicién
405 y una Lys en la posicién 409.

En una realizacién adicional, dicho segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende una Lys en la
posicién 409, una Thr en la posicién 370 y una Leu en la posicidén 405.

Incluso en una realizacién adicional, dicho primer anticuerpo monoespecifico comprende una Lys en la posicién 370,
una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409, y dicha segunda proteina homodimérica comprende una Lys
en la posicién 409, una Thr en la posicién 370 y una Leu en la posicién 405.

En otra realizacién, dicho segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende una Lys en la posicién 409
y: a) una lle en la posicién 350 y una Leu en la posicién 405, o b) una Thr en la posicién 370 y una Leu en la posicién
405.

En otra realizacién, dicho primer anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende una Thr en la posicién 350,
una Lys en la posicién 370, una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409, y dicho segundo anticuerpo
monoespecifico homodimérico comprende una Lys en la posicién 409 y: a) una lle en la posicion 350 y una Leu en la
posicién 405, o b) una Thr en la posicién 370 y una Leu en la posicién 405.

En otra realizacién, dicho primer anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende una Thr en la posicién 350,
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una Lys en la posicién 370, una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409, y dicho segundo anticuerpo
monoespecifico homodimérico comprende una lle en la posicién 350, una Thr en la posicién 370, una Leu en la
posicién 405 y una Lys en la posicién 409.

Ademas de las sustituciones de aminoéacidos especificadas anteriormente, dichos anticuerpos monoespecificos
homodiméricos primero y segundo pueden contener sustituciones, supresiones o inserciones de aminoacidos
adicionales con respecto a las secuencias de Fc de tipo silvestre.

En una realizacién adicional, dichas regiones CH3 primera y segunda, excepto por las mutaciones especificadas,
comprenden la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 1 (IgG1m (a)):

SEQ ID NO: 1:
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSF

FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

En una realizacién adicional, dichas regiones CH3 primera y segunda, excepto por las mutaciones especificadas,
comprenden la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2 (IgG1m (f)):

SEQ ID NO: 2:
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

En una realizacién adicional, dichas regiones CH3 primera y segunda, excepto por las mutaciones especificadas,
comprenden la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 3 (IgG1m (ax)):

SEQ ID NO: 3:
GQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVYFSCSVMHEGLHNHYTQKSLSLSPGK

La secuencia de la regién bisagra de los anticuerpos de partida homodiméricos puede variar. Sin embargo, el
anticuerpo biespecifico resultante puede ser més estable en algunas circunstancias si la regién bisagra no es similar
a lgG4 y, preferentemente, es similar a 1I9G1.

Por lo tanto, ambos de dicho primer y dicho segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico comprenden una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra (central).

En muchas realizaciones, dichos anticuerpos comprenden ademdas una cadena ligera. Como se ha explicado
anteriormente, dichas cadenas ligeras pueden ser diferentes, es decir, difieren en la secuencia y cada una forma un
dominio de unién a antigeno funcional con sélo una de las cadenas pesadas. En otra realizacién, sin embargo, dichos
anticuerpos homodiméricos primero y segundo son anticuerpos de cadena pesada, que no necesitan una cadena
ligera para la unién a antigeno, véase, por ejemplo, Hamers-Casterman (1993) Nature 363:446.

Como se ha descrito anteriormente, la etapa c) del método de la invencién comprende incubar dicho primer anticuerpo
junto con dicho segundo anticuerpo en condiciones reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en la regién
bisagra experimenten isomerizacién de enlace disulfuro. En el presente documento se proporcionan ejemplos de
condiciones adecuadas. Los requisitos minimos para que las cisteinas en la regiéon bisagra experimenten
isomerizacién de enlace disulfuro pueden diferir dependiendo de los anticuerpos de partida homodiméricos, en
particular dependiendo de la secuencia exacta en la regiébn bisagra. Es importante que las interacciones
homodiméricas respectivas de dichas regiones CH3 primera y segunda sean suficientemente débiles para permitir que
las cisteinas en la regién bisagra experimenten isomerizacién de enlace disulfuro en las condiciones dadas.

En una realizacién, las condiciones reductoras en la etapa c) comprenden la adicién de un agente reductor, por
ejemplo, un agente reductor seleccionado del grupo que consiste en: 2-mercaptoetilamina (2-MEA), ditiotreitol (DTT),
ditioeritritol (DTE), glutatién, tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP), L-cisteina y beta-mercaptoetanol, preferentemente un
agente reductor seleccionado del grupo que consiste en: 2-mercaptoetilamina, ditiotreitol y tris(2-carboxietil)fosfina.

En una realizacion, las condiciones reductoras que permiten el intercambio de brazos Fab controlado se describen en
términos del potencial redox requerido. El tripéptido glutatidén (GSH) es el principal tiol de bajo peso molecular en las
células y controla el estado redox del tiol-disulfuro, que es esencial para la sefializacién redox normal in vivo. La
dinamica del equilibrio redox celular se consigue mediante el mantenimiento del estado de tiol-a-disulfuro del GSH
reducido y su forma oxidada GSSG. Los valores para el potencial de reduccién pueden medirse como en Rost y
Rapoport, Nature 201: 185 (1964) y Aslund et al., J. Biol. Chem. 272:30780-30786 (1997). El potencial redox E;, que
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tiene en cuenta la estequiometria de dos GSH oxidados por cada GSSG es una medida cuantitativa del estado redox.
En se calcula mediante la ecuacion de Nernst: E, = E, + (RT/nF)In ([GSSG (ox)V[GSH (red)]?). Eo es el potencial patré
para el par redox a un pH definido, R es la constante de gas, T es la temperatura absoluta, F es la constante de
Faraday y n es el nimero de electrones transferidos. Las estimaciones in vivo de Eh para el par GSH/GSSG estan en
el intervalo de -260 a -200 mV (Aw, T., News Physiol. Sci. 18:201-204 (2003)). Las células diferenciadas terminalmente
mantienen de este modo un Eh del orden de -200 mV, mientras que las células que proliferan activamente mantienen
un Eh mas reducido de aproximadamente -260 mV.

El potencial redox patrén para DTT es -330 mV (Cleland et al. Biochemistry 3: 480-482 (1964)). Se ha demostrado que
TCEP reduce DTT en solucién y, por lo tanto, tiene un potencial redox méas negativo que DTT. Sin embargo, no se ha
informado del valor exacto. Por lo tanto, las condiciones reductoras que permiten condiciones de intercambio de brazos
Fab controladas pueden describirse en términos de un potencial redox Eh requerido, que esta dptimamente por debajo
del valor que se alcanza en condiciones plasmaticas normales in vivo y que esta por encima del potencial redox que
reduce los enlaces disulfuro de anticuerpos fuera de los ubicados en la regién bisagra e implicados en la formacién de
enlaces disulfuro entre cadenas pesadas.

Por lo tanto, en una realizacién adicional, la etapa c) se realiza en condiciones reductoras con un potencial redox que
varia por debajo de -50 mV, tal como por debajo de -150 mV, preferentemente entre -150 y -600 mV, tal como entre -
200 y -500 mV, més preferentemente entre -250 y -450 mV, tal como entre -250 y -400 mV, incluso mas
preferentemente entre -260 y -300 mV.

En una realizacién adicional, la etapa ¢) comprende la incubacién durante al menos 90 min a una temperatura de al
menos 20 °C en presencia de 2-mercaptoetilamina al menos 25 mM o en presencia de ditiotreitol al menos 0,5 mM.
La incubacidn puede realizarse a un pH de 5 a 8, tal comoapH 7,00 a pH 7,4.

En una realizacién adicional, la etapa d) comprende restablecer las condiciones para que se vuelvan no reductoras o
menos reductoras, por ejemplo mediante la eliminacién de un agente reductor, por ejemplo, mediante desalacion.

En algunas realizaciones, el método de la invencién produce un producto de anticuerpo en donde mas del 80 %, tal
como més del 90 %, por ejemplo, mas del 95 %, tal como méas del 99 % de las moléculas de anticuerpo son los
anticuerpos biespecificos deseados.

La postproduccidén es mas flexible y més facil de controlar en comparacién con los métodos anteriores baséandose en
la coexpresion.

La naturaleza de postproduccién de la fabricaciéon de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de Fab en
condiciones reductoras (tal como mediante la adicién de 2-MEA) como se divulga en el presente documento la
convierte en una estrategia muy adecuada para el cribado (de alto rendimiento) de multiples combinaciones de
especificidades para el descubrimiento de anticuerpos biespecificos. Ademas, el proceso in vitro puede realizarse en
el laboratorio lo que permite mayor control, flexibilidad y rendimiento del anticuerpo biespecifico que los que permite
la coexpresion. Una ventaja adicional de esta estrategia es que el cribado puede realizarse en el formato terapéutico
final, lo que elimina la necesidad de ingenieria tras la seleccién de candidatos.

Como se ha explicado anteriormente, en un aspecto adicional, el método de la invencién puede usarse para el cribado
"matricial", es decir, para generar un gran nimero de combinaciones diferentes de especificidades de unién sobre la
base de dos conjuntos de anticuerpos, un conjunto que tiene primeras regiones CH3 idénticas y el otro conjunto que
tiene segundas regiones CH3 idénticas, en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son
diferentes y son de manera que la interaccidén heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas
fuerte que cada una de las interacciones homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda.

En una realizacién, la invencion se refiere a un método para la seleccidén de un anticuerpo biespecifico que tiene una
propiedad deseada, comprendiendo dicho método las etapas de:

a) a) proporcionar un primer conjunto de anticuerpos homodiméricos que comprende anticuerpos con regiones
variables diferentes y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central, en donde dichos anticuerpos de
dicho primer conjunto comprenden primeras regiones CH3 idénticas, en donde dichas regiones CH3 comprenden una
Phe en la posicidén 405 y una Arg en la posicién 409 (numeracion EU),

b) proporcionar un segundo conjunto de anticuerpos homodiméricos que comprende anticuerpos con regiones
variables diferentes o regiones variables idénticas y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central, en
donde dichos anticuerpos de dicho segundo conjunto comprenden segundas regiones CH3 idénticas, en donde dichas
regiones CH3 comprenden una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 (numeraciéon EU),

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién

heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones
homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, en donde dichos anticuerpos homodiméricos primero y
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segundo se unen a diferentes epitopos,

¢) incubar combinaciones de anticuerpos de dicho primer conjunto y de dicho segundo conjunto en condiciones
reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en la regiéon bisagra experimenten isomerizacién de enlace
disulfuro, generando de este modo un conjunto de anticuerpos biespecificos,

d) restablecer opcionalmente las condiciones a no reductoras,

e) someter a ensayo el conjunto resultante de anticuerpos biespecificos para una propiedad deseada dada, y
f) seleccionar un anticuerpo biespecifico que tenga la propiedad deseada.

En una realizacién, los anticuerpos homodiméricos del segundo conjunto tienen regiones variables diferentes.

En una realizacidn, los anticuerpos homodiméricos del segundo conjunto tienen regiones variables idénticas, pero
tienen diferentes aminoécidos o variaciones estructurales fuera de la regién de unién a antigeno.

Los dos conjuntos pueden componerse de muchas maneras diferentes segun se desee. Por lo tanto, los dos conjuntos
pueden dirigirse a diferentes epitopos en el mismo antigeno. Los dos conjuntos también pueden dirigirse a diferentes
antigenos, y cada conjunto puede contener anticuerpos que se unan al mismo epitopo o a diferentes epitopos en el
antigeno en cuestion. Ademés, uno de los conjuntos 0 ambos conjuntos pueden contener cada uno anticuerpos
dirigidos a diferentes antigenos.

En ofra realizacién, dicha propiedad deseada es la destruccién celular, la lisis celular, la inhibicién de la proliferacion
celular o la unién a células que expresan ambas dianas antigénicas.

La estrategia de deteccion incluye dos paneles de vectores de anticuerpos que contienen una gama de
especificidades, donde un panel se clona en una estructura principal que es capaz de participar en un intercambio de
brazos Fab en condiciones reductoras (tal como mediante la adicién de 2-MEA) con la estructura principal del segundo
panel. Por ejemplo, el primer panel se clona en una cadena principal de IgG1-F405L y el segundo panel se clona en
una cadena principal de IgG1-K409R (para otras posibles combinaciones de cadenas principales, véanse también los
Ejemplos 19, 28, 29, 30, 35, 36, 37, 38 y 39).

Después, cada miembro de los dos paneles de vectores de anticuerpos se expresa individualmente a pequefia escala.
Por ejemplo, todos los vectores de anticuerpos se transfectan transitoriamente en células HEK293 y se expresan en
cultivos de 2,3 ml en placas de 24 pocillos. Como alternativa, pueden usarse otros sistemas de produccién adecuados
(a pequefia escala) conocidos en la técnica.

Después, los anticuerpos expresados de los dos paneles de anticuerpos se mezclan por pares, en forma de matriz, a
relaciones equimolares. Por ejemplo, todos los anticuerpos individuales se purifican mediante cromatografia de
proteina A a pequefia escala y la concentracién de anticuerpos se mide por absorbancia a una longitud de onda de
280 nm. Como alternativa, pueden usarse otros métodos de purificacién adecuados (a pequefia escala) o métodos
para determinar la concentracién de proteinas conocidos en la técnica. En otra realizacién, la etapa de purificacién
puede omitirse si las aplicaciones corriente abajo no se ven afectadas por el medio de expresién. Posteriormente, las
concentraciones de anticuerpos se normalizan para que un volumen adecuado contenga cantidades equimolares de
ambos anticuerpos. Por ejemplo, un panel de 8 anticuerpos en la cadena principal de F405L se mezcla individualmente
con 8 anticuerpos en la cadena principal de K409R de manera que 64 mezclas de 100 ul contienen 80 pg/ml de
anticuerpo A (F405L) y 80 pg/ml de anticuerpo B (K409R). Como alternativa, si la estrategia contiene una etapa de
purificacidn especifica de anticuerpo biespecifico corriente abajo, es posible que se omita la etapa para normalizar las
cantidades de anticuerpos.

A las mezclas de anticuerpos, se les afiade una cantidad adecuada de agente reductor y la mezcla se incuba durante
un periodo de tiempo adecuado a una temperatura permisiva. Por ejemplo, a 100 pl que contienen 80 pg/ml de
anticuerpo A (F405L) y 80 pg/ml de anticuerpo B (K409R), se les afiaden 25 pl de 2-MEA 125 mM (concentracién final
25 mM de 2-MEA) y la mezcla se incuba durante la noche a 25 °C.

Posteriormente el agente reductor se elimina de las mezclas (que ahora contienen anticuerpos biespecificos) para
promover la oxidacidn de los enlaces disulfuro y evitar la interferencia del agente reductor en los ensayos de cribado.
Por ejemplo, 2-MEA se elimina realizando un intercambio de tampones de las 64 mezclas usando placas de desalacién
Zeba Spin de 96 pocillos (Pierce Biotechnology, N.°© 89807). Como alternativa, pueden usarse otros métodos
adecuados para eliminar el agente reductor conocidos en la técnica

Después, los anticuerpos biespecificos se caracterizan bioquimica o funcionalmente para identificar a los candidatos
principales. Por ejemplo, se evallan los 64 anticuerpos biespecificos para determinar la inhibicién de la proliferacion
de estirpes celulares adecuadas o la unién a estirpes celulares adecuadas. Los candidatos principales identificados
se produciran después a mayor escala y se caracterizaran con mas detalle.
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Produccién mediante coexpresién

Los anticuerpos biespecificos de la invencion también pueden obtenerse mediante la coexpresion de construcciones
que codifican un primer y un segundo polipéptido que comprenden una cadena pesada de longitud completa de un
anticuerpo en una célula individual.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método para producir una proteina heterodimérica,
comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

a) proporcionar una primera construccién de acido nucleico que codifica un primer polipéptido que comprende una
primera cadena pesada de longitud completa de un anticuerpo que comprende una primera regién CH3 que
comprende una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409 (numeracién EU) y que comprende ademés una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

b) proporcionar una segunda construccién de acido nucleico que codifica un segundo polipéptido que comprende una
segunda cadena pesada de longitud completa de un anticuerpo que comprende una primera regién CH3 que
comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 (numeracién EU) y que comprende ademés una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién
heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones
homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dicha primera cadena pesada de longitud
completa se une a un primer epitopo y dicha segunda cadena pesada de longitud completa se une a un segundo
epitopo, en donde dichos epitopos primero y segundo son diferentes,

¢) coexpresar dichas construcciones de 4cido nucleico primera y segunda en una célula hospedadora, y
d) obtener dicha proteina heterodimérica a partir del cultivo celular.

Los vectores de expresién adecuados, incluyendo promotores, potenciadores, etc., y las células hospedadoras
adecuadas para la produccidén de anticuerpos se conocen bien en la técnica. Los ejemplos de células hospedadoras
incluyen levadura, células bacterianas y de mamiferos, tales como células CHO o HEK.

En una realizacién de este método,

las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son de manera que las constantes de disociacion de las
interacciones homodiméricas de cada una de las regiones CH3 estan entre 0,01 y 10 micromolar, tal como entre 0,05
y 10 micromolar, méas preferentemente entre 0,01 y 5, tal como entre 0,05 y 5 micromolar, incluso mas preferentemente
entre 0,01 y 1 micromolar, tal como entre 0,05 y 1 micromolar, entre 0,01y 0,5 o entre 0,01 y 0,1 cuando se someten
a ensayo como se describe en el Ejemplo 21.

Dichas cadenas pesadas de longitud completa primera y segunda se unen a diferentes epitopos (es decir, dichas
construcciones de acido nucleico primera y segunda codifican cadenas pesadas de longitud completa de dos
anticuerpos que se unen a diferentes epitopos) y, por lo tanto, la proteina heterodimérica es un anticuerpo biespecifico.
Este anticuerpo biespecifico puede ser un anticuerpo de cadena pesada, o dicha célula hospedadora puede expresar
ademas una o mas construcciones de acido nucleico que codifican una cadena ligera. Si s6lo se coexpresa una
construccién de cadena ligera con las construcciones de cadena pesada, entonces, un anticuerpo biespecifico
funcional sélo se forma si la secuencia de la cadena ligera es de manera que puede formar un dominio de unién a
antigeno funcional con cada una de las cadenas pesadas. Si dos 0 més construcciones de cadena ligera diferentes
se coexpresan con la cadena pesada, se formaran multiples productos.

En realizaciones adicionales, el método de coexpresion de acuerdo con la invencién comprende cualquiera de las
caracteristicas adicionales descritas en el método in vitro anterior.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un vector de expresién que comprende las construcciones de &cido
nucleico primera y segunda especificadas anteriormente en el presente documento. Incluso en un aspecto adicional,
la invencion se refiere a una célula hospedadora que comprende las construcciones de &cido nucleico primera y
segunda especificadas anteriormente en el presente documento.

Anticuerpos biespecificos

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un anticuerpo biespecifico obtenido u obtenible mediante el método
de la invencion.

Ademas, el método de la invencion permite la formacién de moléculas de anticuerpo asimétricas, moléculas con
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caracteristicas diferentes en cada uno de los brazos Fab o en cada uno de los dominios CH3 o moléculas con
modificaciones distintas en todas las moléculas, por ejemplo, moléculas con una o mas sustituciones de aminoécidos
no naturales para la conjugaciéon. Estas moléculas de anticuerpo asimétricas pueden generarse en cualquier
combinacién adecuada. Esto se ilustra adicionalmente a continuacién con algunos ejemplos no limitantes.

Los anticuerpos biespecificos pueden usarse para el predireccionamiento a una célula diana de interés, incluyendo,
pero sin limitacién, una célula tumoral. El predireccionamiento de una célula diana podria usarse para estudios de
formacién de imagenes o con fines inmunoterapicos.

En una realizacién del método de la invencién, el primer brazo Fab del anticuerpo biespecifico se une a una célula
tumoral, tal como una proteina de superficie de célula tumoral o un hidrato de carbono de superficie de célula tumoral,
tal como una de las proteinas de superficie de célula tumoral enumeradas en el presente documento, y el segundo
brazo Fab reconoce una molécula efectora radiactiva que incluye, pero sin limitacién, un radiomarcador acoplado o
unido (a través de un quelante) a un péptido o hapteno. Un ejemplo de dicho péptido radiomarcado es el acido
dietilentriaminopentaacético marcado con indio (anti-DTPA(In) van Schaijk et al. Clin. Cancer Res. 2005; 11:7230s-
7126s). Otro ejemplo es el uso de particulas coloidales marcadas con hapteno, tales como liposomas, nanoparticulas
de micelas poliméricas que portan radiontclidos tales como, por ejemplo, tecnecio-99 (Jestin et al. Q J Nuc/ Med Mol
Imaging 2007;51:51-60).

En otra realizacion, se usa una molécula citostética alternativa acoplada a hapteno, tal como una toxina.

En una realizacién adicional del método de la invencién, el primer brazo Fab de la molécula de anticuerpo biespecifico
esta glicosilado en la posicién N297 (numeracién EU) y el segundo brazo Fab de las moléculas de anticuerpo
biespecifico esta aglicosilado (no glicosilado, por ejemplo, mediante la mutacién de N297 a Q o A o E (Bolt S et a/,,
Eur J Immunol 1993, 23:403-411)). La glicosilacién asimétrica en la regién Fc repercute en la interaccién con los
receptores Fcy y tiene una repercusion en el efecto de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos del anticuerpo
(Ha et al., Glycobiology, 5 de abril de 2011) asi como la interaccién con otras moléculas con funcién efectora tales
como C1q.

En otra realizacién del método de la invencién, el primer brazo Fab de la molécula de anticuerpo biespecifico interactia
con FcRn, el receptor de Fc neonatal (Roopenian DC, et al. Nat. Rev. Immunol. 2007, 7:715-725) y el segundo brazo
Fab esta alterado en la unién a FcRn mediante la mutacién del sitio de interaccién de FcRn en las moléculas, por
ejemplo, realizando una mutacién H435A (Shields, R.L., et al., J Biol Chem, 2001, Firan, M., et al., Int Immunol, 2001).

En otra realizacién del método de la invencién, el primer brazo Fab de la molécula de anticuerpo biespecifico interactia
con proteina A estafilococica (proteina A, Deisenhofer et al., Biochemistry 20, 2361-2370 (1981) y proteina G
estreptococica (proteina G, Derrick et al., Nature 359, 752-754 (1992), con frecuencia utilizadas para la purificacion de
anticuerpos, y el segundo brazo Fab de las moléculas de anticuerpo biespecifico esté alterado en la interaccién con
la proteina A de G. Como resultado, la eliminacién de cantidades residuales de anticuerpo homodimérico con unién
alterada a proteina A o G después del intercambio en heterodimérico se obtiene facilmente mediante la purificacién
de la molécula biespecifica con proteina Ao G.

En otra realizacion, la unién a los receptores Fcy o FcRn mejora o disminuye en uno de los dos brazos Fab de la
molécula de anticuerpo biespecifico.

En otra realizacion, la unién a C1q mejora o disminuye en uno de los dos brazos Fab de la molécula de anticuerpo
biespecifico.

En ofra realizacién, el anticuerpo biespecifico se ha disefiado para potenciar la activaciéon del complemento en uno o
ambos de los dos brazos Fab de la molécula.

En otra realizacidén, cada uno de los brazos Fab presentes en la molécula de anticuerpo biespecifico deriva de una
subclase de IgG diferente.

En ofra realizacién, cada uno de los brazos Fab presentes en la molécula de anticuerpo biespecifico porta diferentes
mutaciones alotipicas (Jefferis y Lefranc, 2009, MABs 1:332-8).

En ofra realizacién, otra categoria de moléculas inmunoterapicas asimétricas se genera mediante fusién de citocinas
inmunoactivas, inmunoestimuladoras o inhibidotas al extremo N o al extremo C de uno o ambos de los brazos Fab
presentes en las moléculas de anticuerpo biespecifico. Esto puede repercutir positivamente en la actividad antitumoral
de la molécula biespecifica. Son ejemplos de dichas moléculas, sin embargo no limitadas a la lista a continuacién, IL-
2 (Fournier et al., 2011, Int. J. Oncology, doi: 10.3892/ij0.2011.976), IFN-a, IFN-a2 o IFN-a2b (Huan et al., 2007; J.
Immunol. 179:6881-6888, Rossie et al., 2009; Blood 114: 3864-3871), TNF-a. Como alternativa, la fusién N-terminal o
C-terminal de citocinas, tales como, por ejemplo, G-CSF, GM-CSF, IL-10, IL-4, IL-6 o IL-13 pueden repercutir
positivamente en la funcién efectora de la molécula de anticuerpo biespecifico. Como alternativa, se incluye un factor
(de crecimiento) o un agente estimulador o inhibidor de hormonas en las moléculas en el extremo N o el extremo C.
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En otra realizacién, la fusién N-terminal o C-terminal de un péptido litico, tal como, por ejemplo, péptidos
antimicrobianos como magainina, mellitina, cecropina, KLAKKLAK y variantes de los mismos (Schweizer et al. Eur. J.
Pharmacology 2009; 625: 190-194, Javadpour, J. Med. Chem., 1996, 39: 3107-3113, Marks et al., Cancer Res 2005;
65:2373-2377, Rege et al., Cancer Res. 2007; 67:6368-6375) o péptidos liticos cationicos (tecnologia CLYP,
documento US2009/0269341) en uno o ambos de los brazos Fab, puede potenciar la actividad de la molécula.

Como alternativa, pueden generarse combinaciones de cualquiera de las moléculas de anticuerpo asimétricas
mencionadas anteriormente mediante el método de la invencién.

Incluso en un aspecto adicional, la invencién se refiere a un anticuerpo biespecifico que comprende una primera
cadena pesada de anticuerpo de longitud completa que comprende una primera regién Fc, comprendiendo dicha
primera regién Fc una primera regién CH3, y una segunda cadena pesada de anticuerpo de longitud completa que
comprende una segunda regién Fc, comprendiendo dicha segunda regién Fc una segunda regién CH3, en donde
dicha primera cadena pesada se une a un primer epitopo y dicha segunda cadena pesada se une a un segundo
epitopo, en donde dichos epitopos primero y segundo son diferentes, y en donde las secuencias de dichas regiones
CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién heterodimérica entre dichas regiones CH3
primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones homodiméricas de dichas regiones CH3 primera
y segunda, y

en donde dicha primera regién CH3 comprende una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posiciéon 409 y una
secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central y dicha segunda regién CH3 comprende una Leu en la
posicién 405 y una Lys en la posicién 409 (numeracién EU) y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regidn bisagra
central.

En una realizacion,

las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son de manera que las constantes de disociacion de las
interacciones homodiméricas de cada una de las regiones CH3 estan entre 0,01 y 10 micromolar, tal como entre 0,05
y 10 micromolar, méas preferentemente entre 0,01 y 5, tal como entre 0,05 y 5 micromolar, incluso mas preferentemente
entre 0,01 y 1 micromolar, tal como entre 0,05 y 1 micromolar, entre 0,01y 0,5 o entre 0,01 y 0,1 cuando se someten
a ensayo como se describe en el Ejemplo 21.

En realizaciones adicionales, el anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién comprende cualquiera de las
caracteristicas adicionales descritas anteriormente para los métodos de produccion.

Por lo tanto, en una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, dicho primer polipéptido es una
cadena pesada de longitud completa de un anticuerpo humano.

En otra realizacién del anticuerpo biespecifico de la invencién, dicho segundo polipéptido es una cadena pesada de
longitud completa de un anticuerpo humano.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, dichas cadenas pesadas primera y segunda
son ambas cadenas pesadas de longitud completa de dos anticuerpos humanos que se unen a diferentes epitopos.
Este anticuerpo biespecifico puede ser un anticuerpo de cadena pesada o un anticuerpo que, ademas de las cadenas
pesadas, comprende dos cadenas ligeras de longitud completa, que pueden ser idénticas o diferentes.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, la regién Fc del primer polipéptido es de un
isotipo seleccionado del grupo que consiste en 19G1, 1gG2, 1IgG3 e 1gG4 (excepto por las mutaciones especificadas) y
la regién Fc del segundo polipéptido es de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 1gG2, 1I9G3 e 1gG4
(excepto por las mutaciones especificadas).

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, las regiones Fc de ambas cadenas pesadas
primera y segunda son del isotipo 1gG1.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, una de las regiones Fc de dichos polipéptidos
es del isotipo 19G1 y la otra del isotipo 19G4.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, la fuerza aumentada de la interaccion
heterodimérica en comparacién con cada una de las interacciones homodiméricas se debe a modificaciones de CH3
distintas de la introduccién de enlaces covalentes, restos cisteina o restos con carga.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, la interaccién heterodimérica entre dichos
polipéptidos primero y segundo en la proteina heterodimérica es de manera que no puede producirse ningun
intercambio de brazos Fab a GSH 0,5 mM en las condiciones descritas en el Ejemplo 13.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, la interaccién heterodimérica entre dichos
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polipéptidos primero y segundo en la proteina heterodimérica resultante es de manera que no se produce ningln
intercambio de brazos Fab in vivo en ratones en las condiciones descritas en el Ejemplo 14.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, dicha segunda regién CH3 comprende una
Lys en la posicién 409 y: a) una lle en la posicién 350 y una Leu en la posiciéon 405, o b) una Thr en la posicién 370 y
una Leu en la posicién 405.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, dicha primera regién CH3 comprende una Thr
en la posicién 350, una Lys en la posicién 370, una Phe en la posiciéon 405 y una Arg en la posicién 409, y dicha
segunda regién CH3 comprende una Lys en la posiciéon 409 y: a) una lle en la posicién 350 y una Leu en la posicién
405, o b) una Thr en la posicién 370 y una Leu en la posicién 405.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencién, dicha primera regién CH3 comprende una Thr
en la posicién 350, una Lys en la posicién 370, una Phe en la posiciéon 405 y una Arg en la posicién 409, y dicha
segunda regién CH3 comprende una lle en la posiciéon 350, una Thr en la posicién 370, una Leu en la posicién 405 y
una Lys en la posicién 409.

En una realizacién adicional del anticuerpo biespecifico de la invencidn, dicho primer y/o dicho segundo polipéptido
comprende una mutacién que elimina el sitio aceptor para la glicosilacién ligada a Asn.

Antigenos diana

Como se ha explicado anteriormente, el anticuerpo biespecifico comprende dos regiones variables que difieren en la
especificidad de unién, es decir, se unen a diferentes epitopos.

En principio, es posible cualquier combinacién de especificidades. Como se ha mencionado anteriormente, los
anticuerpos biespecificos pueden usarse potencialmente para superar algunas de las limitaciones de los anticuerpos
monoespecificos. Una posible limitacién de un anticuerpo monoespecifico es la falta de especificidad para las células
diana deseadas debido a la expresién del antigeno diana en otros tipos celulares hacia los cuales no se desea ninguna
unién de anticuerpo. Por ejemplo, un antigeno diana sobreexpresado en células tumorales también puede expresarse
en tejidos sanos, lo que podria dar como resultado efectos secundarios no deseados tras el tratamiento con un
anticuerpo dirigido contra ese antigeno. Un anticuerpo biespecifico que tenga una especificidad adicional contra una
proteina que se expresa exclusivamente en el tipo celular diana podria mejorar potencialmente la unién especifica a
las células tumorales.

Por lo tanto, en una realizacién de la invencién, dichos epitopos primero y segundo se ubican en la misma célula, por
ejemplo, una célula tumoral. Las dianas adecuadas en las células tumorales incluyen, pero sin limitacién, las
siguientes: erbB1 (EGFR), erbB2 (HER2), erbB3, erbB4, MUC-1, CD19, CD20, CD4, CD38, CD138, CXCR5, c-Met,
proteina de la envoltura de HERYV, periostina, Bigh3, SPARC, BCR, CD79, CD37, EGFrvlll, L1-CAM, AXL, factor tisular
(TF), CD74, EpCAM y MRP3. Las posibles combinaciones de dianas de células tumorales incluyen, pero sin limitacién:
erbB1 + erbB2, erbB2 + erbB3, erbB1 + erbB3, CD19 + CD20, CD38 + CD34, CD4 + CXCRS5, CD38 + RANKL, CD38
+ CXCR4, CD20 + CXCR4, CD20 + CCR7, CD20 + CXCR5, CD20 + RANKL, erbB2 + AXL, erbB1 + cMet, erbB2 + c-
Met, erbB2 + EpCAM, c-Met + AXL, c-Met + TF, CD38 + CD20, CD38 + CD138.

En una realizacién adicional, dichos epitopos primero y segundo pueden estar ubicados en el mismo antigeno diana,
en donde la ubicacién de los dos epitopos en el antigeno diana es de manera que la unién de un anticuerpo a un
epitopo no interfiere con la unién del anticuerpo al otro epitopo. En una realizacidén del presente documento, dichas
proteinas homodiméricas primera y segunda son anticuerpos que se unen a dos epitopos diferentes ubicados en el
mismo antigeno diana, pero tienen un modo de accién diferente para destruir la célula diana, por ejemplo, una célula
tumoral. Por ejemplo, en una realizacién, el antigeno diana es erbB2 (HER2) y el anticuerpo biespecifico combina los
sitios de unién a antigeno de pertuzumab y trastuzumab. En otra realizacién, el antigeno diana es erbB1 (EGFr) y el
anticuerpo biespecifico combina los sitios de unién a antigeno de zalutumumab y nimotuzumab.

Los anticuerpos biespecificos también pueden usarse como mediadores para redirigir los mecanismos efectores a los
tejidos asociados a enfermedad, por ejemplo, tumores. Por lo tanto, en una realizacién adicional, dicho primer o dicho
segundo epitopo se ubica en una célula tumoral, tal como una proteina de célula tumoral o un hidrato de carbono de
célula tumoral, y el otro epitopo se ubica en una célula efectora.

En una realizacion, la célula efectora es un linfocito T.

Las posibles dianas en células efectoras pueden incluir las siguientes: FcgammaRI (CD64): expresado en monocitos
y macréfagos y neutréfilos activados; FcgammaRlll (CD16): expresado en linfocitos citoliticos naturales y macréfagos;
CD3: expresado en linfocitos T circulantes; CD89: expresado en PMN (neutréfilos polimorfonucleares), eosindfilos,
monocitos y macréfagos; CD32a: expresado en macréfagos, neutréfilos, eosinéfilos; FceRI expresado en baséfilos y
mastocitos. En una realizacién, el epitopo se ubica en CD3 expresado en linfocitos T.
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En otra realizacién, el primer anticuerpo tiene especificidad de unién para un microorganismo patégeno y el segundo
anticuerpo tiene especificidad de unién para una proteina de la célula efectora, tal como CD3, CD4, CD8, CD40, CD25,
CD28, CD16, CD89, CD32, CD64, FceRl o CD1.

Ademas, pueden usarse anticuerpos biespecificos para dirigir un agente quimioterapico de manera mas especifica a
las células sobre las que deberia actuar el agente. Por lo tanto, en una realizacién, una de las proteinas homodiméricas
es un anticuerpo que reconoce una molécula pequefia o péptido, o es capaz de formar un enlace covalente con una
molécula de este tipo, por ejemplo, de acuerdo con el principio descrito en Rader et al., (2003) PNAS 100:5396. En
una realizacién adicional del método de la invencién, el primer anticuerpo tiene especificidad de unién para (es decir,
se une a un epitopo en) una célula tumoral o una proteina de superficie de célula tumoral, tal como erbB1, erbB2,
erbB3, erbB4, EGFRA3vIII, CEA, MUC-1, CD19, CD20, CD4, CD38, EPCAM, c-Met, AXL, L1-CAM, Factor tisular, CD74
0 CXCRS5, y el segundo anticuerpo tiene una especificidad de unién para un agente quimioterapico, tal como una toxina
(incluido un péptido radiomarcado), un farmaco o un profarmaco.

Los anticuerpos biespecificos también pueden usarse para dirigir a una vesicula, por ejemplo, una vesicula densa en
electrones, o minicélula que contiene una toxina, farmaco o profarmaco a un tumor. Véase, por ejemplo, MacDiarmid
et al. (2009) Nature Biotech 27:643. Las minicélulas son células acromosémicas que son producto de una divisién
celular aberrante y que no contienen ADN cromosdmico. Por lo tanto, en otra realizacién, en donde dicho primer o
dicho segundo epitopo se ubica en una célula tumoral, tal como una proteina de célula tumoral o un hidrato de carbono
de una célula tumoral, y el otro epitopo se ubica en una vesicula densa en electrones o minicélula.

Ademas, la semivida sérica de un anticuerpo puede alterarse mediante la inclusién en un anticuerpo biespecifico de
una especificidad de unién para una proteina sérica. Por ejemplo, la semivida sérica puede prolongarse mediante la
inclusién en un anticuerpo biespecifico, de una especificidad de unién para albimina sérica. Por lo tanto, en una
realizacién adicional del método de la invencién, el primer anticuerpo tiene especificidad de unién para una célula
tumoral o proteina de célula tumoral, tal como erbB1 (EGFR), erbB2 (HER2), erbB3, erbB4, MUC-1, CD19, CD20,
CD4, CD38, CD138, CXCRS5, c-Met, proteina de la envoltura de HERV, periostina, Bigh3, SPARC, BCR, CD79, CD37,
EGFrvlll, L1-CAM, AXL, factor tisular (TF), CD74, EpCAM o MRP3, CEA y el segundo anticuerpo tienen una
especificidad de unidén para una proteina sanguinea, tal como albimina sérica. También puede usarse una segunda
especificidad de unién para dirigir un anticuerpo a un tejido especifico, tal como el sistema nervioso central o el cerebro
(a través de la barrera hematoencefélica). Por lo tanto, en una realizacién adicional del método de la invencién, el
primer anticuerpo tiene especificidad de unién para una diana especifica del cerebro, tal como beta amiloide (por
ejemplo, para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer), Her-2 (por ejemplo, para el tratamiento de metéstasis
de cancer de mama en el cerebro), EGFr (por ejemplo, para el tratamiento del cancer cerebral primario), Nogo A (por
ejemplo, para el tratamiento de lesiones cerebrales), TRAIL (por ejemplo, para el tratamiento del VIH), alfa-sinucleina
(por ejemplo, para el tratamiento del Parkinson), Htt (por ejemplo, para el tratamiento del Huntington), un prién (por
ejemplo, para el tratamiento de la enfermedad de las vacas locas), una proteina del virus del Nilo Occidental, y el
segundo anticuerpo tiene una especificidad de unién para una proteina de la barrera hematoencefalica, tal como
receptor de transferrina (TfR), receptor de insulina, receptor de melanotransferrina (MTfR), receptor de lactoferrina
(LfR), receptor 2 de Apolipoproteina E (ApoER2), proteina 1y 2 relacionada con el receptor de LDL (LRP1 y LRP2),
receptor para productos finales de glicosilaciéon avanzada (RAGE), receptor de toxina diftérica = factor de crecimiento
similar al factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina (DTR = HB-EGF), gp190 (Abbott et al., Neurobiology
of Disease 37 (2010) 13-25).

Una especificidad de unién para una proteina de la barrera hematoencefalica también puede usarse para dirigir otra
molécula, distinta de anticuerpo, a un tejido especifico, tal como el sistema nervioso central o el cerebro (a través de
la barrera hematoencefalica). Por lo tanto, en una realizacién adicional, una de las proteinas homodiméricas es un
anticuerpo de longitud completa que tiene una especificidad de unién para una proteina de la barrera hematoencefalica
(tal como TfR, receptor de insulina, MTfR, LfR, ApoER2, LRP1, LRP2, RAGE, DTR (= HB-EGF) o gp190) y la otra
proteina homodimérica es una regién Fc unida en el extremo N o C a ofra proteina, tal como una citocina, un receptor
soluble u otra proteina, por ejemplo, VIP (péptido intestinal vasoactivo), BDNF (factor neurotréfico derivado del
cerebro), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos), multiples FGF, EGF (factor de crecimiento epidérmico), PNA
(4cido nucleico peptidico), NGF (factor de crecimiento neuronal), Neurotrofina (NT)-3, NT-4/5, factor neurotréfico
derivado de la glia, factor neurotréfico ciliar, neurturina, neurregulinas, interleucinas, factor de crecimiento
transformante (TGF)-alfa, TGF-beta, eritropoyetina, factor de crecimiento de hepatocitos, factor de crecimiento
derivado de plaquetas, artemina, persefina, netrinas, cardiotrofina-1, factor de células madre, midcina, pleiotrofina,
proteinas morfogénicas 6seas, saposinas, semaforinas, factor inhibidor de leucocitos, alfa-L-iduronidasa, iduronato-2-
sulfatasa, N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa, arilsulfatasa B, alfa-glucosidasa acida o esfingomielinasa (Pardridge,
Bioparmaceutical drug targeting to the brain, Journal of Drug Targeting 2010, 1-11; Pardridge, Re-engineering
Biopharmaceuticals for delivery to brain with molecular Trojan horses. Bioconjugate Chemistry 2008, 19: 1327-1338.

Por otra parte, puede usarse una segunda especificidad de unién para dirigir los factores de coagulacién sanguinea a
un sitio de accién deseado particular. Por ejemplo, un anticuerpo biespecifico que tiene una primera especificidad de
unidén para una célula tumoral y una segunda especificidad de unién para un factor de coagulacién sanguinea podria
dirigir la coagulacién sanguinea a un tumor y, por lo tanto, detener el crecimiento del tumor. Por lo tanto, en una
realizacién adicional del método de la invencién, el primer anticuerpo tiene especificidad de unién para una célula
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tumoral o proteina de célula tumoral, tal como erbB1, erbB2, erbB3, erbB4, MUC-1, CD19, CD20, CD4 0 CXCR5, y el
segundo anticuerpo tiene una especificidad de unién para una proteina implicada en la coagulacién sanguinea, como
el factor tisular.

Combinaciones adicionales de especificidad de unién particularmente interesantes incluyen: CD3 + HER2, CD3 +
CD20, IL-12 + IL18, IL-1a + IL-1b, VEGF + EGFR, EpCAM + CD3, GD2 + CD3, GD3 + CD3, HER2 + CD6&4, EGFR +
CDeg4, CD30 + CD16, NG2 + CD28, HER2 + HER3, CD20 + CD28, HER2 + CD16, Bcl2 + CD3, CD19 + CD3, CEA +
CD3, EGFR + CD3, IgE + CD3, EphA2 + CD3, CD33 + CD3, MCSP + CD3, PSMA + CD3, TF + CD3, CD19 + CD16,
CD19 + CD16a, CD30 + CD16a, CEA + HSG, CD20 + HSG, MUC1 + HSG, CD20 + CD22, HLA-DR + CD79, PDGFR
+ VEGF, IL17a + IL23, CD32b + CD25, CD20 + CD38, HER2 + AXL, CD89 + HLA de clase Il, CD38 + CD138, TF +
cMet, Her2 + EpCAM, HER2 + HER2, EGFR + EGFR, EGFR + c-Met, c-Met + brazo no de unién y combinaciones de
receptores acoplados a proteina G.

En una realizaciéon adicional, los anticuerpos biespecificos de acuerdo con la invencién pueden usarse para eliminar
patégenos, autoanticuerpos patégenos o compuestos dafinos tales como venenos y toxinas de la circulacion mediante
el direccionamiento a eritrocitos esencialmente como se describe en Taylor et al. J. Inmunol. 158:842-850 (1997) y
Taylor y Ferguson, J. Hematother. 4:357-362, 1995. Dicho primer epitopo se ubica en una proteina del eritrocito
(gldbulo rojo) incluyendo, pero sin limitacidn, el receptor 1 del complemento de eritrocitos y dicho segundo epitopo se
ubica en el compuesto u organismo que ha de ser la diana para la eliminacion.

En una realizacién adicional, el segundo brazo Fab comprende una proteina de fusién que representa un autoantigeno
o un sitio de conjugacién para unir un autoantigeno tal como ADNbc. Por lo tanto, el direccionamiento de patdgenos,
autoanticuerpos o compuestos nocivos por los anticuerpos biespecificos de la invencidn, seguido de una eliminacién
mediada por eritrocitos, puede tener utilidad terapéutica en el tratamiento de diversas enfermedades y sindromes.

Conjugacion

En realizaciones adicionales de la invencién, la primera y/o segunda cadena pesada de anticuerpo de longitud
completa se une a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en: una toxina (incluyendo un radiois6topo), un
profarmaco o un farmaco. Dicho compuesto puede hacer que la destruccion de células diana sea mas eficaz, por
ejemplo, en la terapia contra el cancer. El anticuerpo biespecifico resultante es, por lo tanto, un inmunoconjugado. El
compuesto puede acoplarse como alternativa al anticuerpo biespecifico resultante, es decir, después de que se haya
producido el intercambio de brazos Fab.

Los compuestos adecuados para formar los inmunoconjugados de la presente invencidn incluyen taxol, citocalasina
B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopésido, tenopésido, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-deshidro-
testosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina, antimetabolitos (tales como
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracilo, decarbazina, hidroxiurea,
asparaginasa, gemcitabina, cladribina), agentes alquilantes (tales como mecloretamina, tiotepa, clorambucilo,
melfalan, carmustina (BSNU), lomustina (CCNU), ciclofosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina,
dacarbacina (DTIC), procarbazina, mitomicina C, cisplatino y otros derivados del platino, tales como carboplatino),
antibiéticos (tales como dactinomicina (antes actinomicina)), bleomicina, daunorrubicina (antes daunomicina),
doxorrubicina, idarrubicina, mitramicina, mitomicina, mitoxantrona, plicamicina, antramicina (AMC)), toxina diftérica y
moléculas relacionadas (tales como la cadena A diftérica y fragmentos activos de la misma y moléculas hibridas),
toxina de ricina (como la ricina A o una toxina de cadena de ricina A desglicosilada), toxina colérica, una toxina similar
a Shiga (SLT-I, SLT-Il, SLT-IIV), toxina LT, toxina C3, toxina Shiga, toxina pertusica, toxina tetanica, inhibidor de la
proteasa Bowman-Birk de la soja, exotoxina de Pseudomonas, alorina, saporina, modeccina, gelanina, cadena de
abrina A, cadena de modecina A, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de
Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de
Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina y toxinas de enomicina. Otras moléculas
conjugadas adecuadas incluyen ribonucleasa (RNasa), DNasa |, enterotoxina A estafilocécica, proteina antivirica de
fitolaca, toxina diftérica, endotoxina de Pseudomonas, Maitansinoides, Auristatinas (MMAE, MMAF), Caliqueamicinas
y analogos de Duocarmicina (Ducry y Stump, Bioconjugate Chem. 2010, 21: 5-13), Dolostatina-10, Dolostatina-15,
Irinotecan o su metabolito activo SN38, pirrolobenzodiazepinas (PBD).

En una realizacién adicional de la invencién, la primera y/o segunda cadena pesada del anticuerpo de longitud
completa se une a un emisor alfa, incluyendo, pero sin limitacién, Torio-227, Radio-223, Bismuto-212 y Actinio-225.

En una realizacién adicional de la invencién, la primera y/o segunda cadena pesada del anticuerpo de longitud
completa se une a un radiondclido emisor beta, incluyendo, pero sin limitacién, Yodo-313, Itrio-90, Fltor-18, Renio-
186, Galio-68, Tecnecio-99, Indio-111 y Lutecio-177.

En otra realizacién, el compuesto que ha de conjugarse comprende un 4cido nucleico o una molécula asociada a acido

nucleico. En una de dichas facetas de la presente invencidn, el acido nucleico conjugado es una ribonucleasa
citotéxica, un acido nucleico antisentido, una molécula de ARN inhibidora (por ejemplo, una molécula de ARNip) o un
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acido nucleico inmunoestimulador (por ejemplo, una molécula de ADN que contiene un motivo CpG
inmunoestimulador).

Puede emplearse cualquier método conocido en la técnica para la conjugacion, incluyendo los métodos descritos en
Hunter et al., Nature 144, 945 (1962), David et al., Biochemistry 13, 1014 (1974), Pain et al., J. Immunol. Meth. 40,
219 (1981) y Nygren, J. Histochem. and Cytochem. 30, 407 (1982). Los conjugados pueden producirse conjugando
quimicamente el otro resto con el lado N-terminal o el lado C-terminal de la proteina (véase, por ejemplo, Antibody
Engineering Handbook, editado por Osamu Kanemitsu, publicado por Chijin Shokan (1994)). Dichos derivados de
anticuerpos conjugados también pueden generarse mediante conjugacién en restos o azlcares internos, cuando
corresponda. Los agentes pueden acoplarse directa o indirectamente a una proteina de la presente invencién. Un
ejemplo de acoplamiento indirecto de un segundo agente es el acoplamiento mediante un resto espaciador. Ducry y
Stump recientemente han resumido tecnologias de unidén para conjugados de farmacos en (2010) Bioconjugate Chem.
21: 5.

Composiciones y usos

Cualquier referencia a un método de tratamiento practicado en el cuerpo humano o animal ha de interpretarse como
sustancias o composiciones para su uso en dicho tratamiento.

En un aspecto principal adicional, la invencién se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende un
biespecifico de acuerdo con la invencién como se describe en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

Las composiciones farmacéuticas pueden formularse de acuerdo con técnicas convencionales tales como las
divulgadas en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19.2 edicion, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA, 1995. Una composicién farmacéutica de la presente invenciéon puede incluir, por ejemplo, diluyentes,
cargas, sales, tampones, detergentes (por ejemplo, un detergente no iénico, tal como Tween-20 o Tween-80),
estabilizadores (por ejemplo, azlcares o aminoacidos sin proteinas), conservantes, fijadores de tejidos, solubilizantes
y/u otros materiales adecuados para su inclusién en una composicién farmacéutica.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersién,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifangicos, agentes de isotonicidad, antioxidantes y agentes retardantes
de la absorcion, y similares, que sean fisiologicamente compatibles con un compuesto de la presente invencién. Los
ejemplos de vehiculos acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones farmacéuticas
de la presente invencién incluyen agua, solucidén salina, solucién salina tamponada con fosfato, etanol, dextrosa,
policles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen
soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. Puede mantenerse una fluidez adecuada, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el
caso de las dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden comprender antioxidantes
farmacéuticamente aceptables, por ejemplo (1) antioxidantes hidrosolubles, tales como acido ascérbico, clorhidrato
de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de sodio y similares; (2) antioxidantes solubles en aceite,
tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, lecitina, galato de propilo, alfa-
tocoferol y similares; y (3) agentes quelantes de metales, tales como é&cido citrico, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), sorbitol, &cido tartérico, acido fosforoso y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden comprender agentes de isotonicidad, tales
como azUcares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol, glicerol o cloruro de sodio en las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién también pueden contener uno o mas adyuvantes
apropiados para la via de administracién elegida tales como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes de dispersidn, conservantes o tampones, que pueden potenciar la vida util o la eficacia de la
composicidén farmacéutica. Los compuestos de la presente invencién pueden prepararse con vehiculos que protegeran
el compuesto contra una liberacién rapida, tal como una formulacién de liberacién controlada, incluyendo implantes,
parches transdérmicos y sistemas de suministro microencapsulados. Dichos vehiculos pueden incluir gelatina,
monoestearato de glicerilo, diestearato de glicerilo, polimeros biodegradables y biocompatibles tales como acetato de
etilvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico solo o con una cera, u otros
materiales bien conocidos en la técnica. Generalmente, los expertos en la materia conocen métodos para la
preparacién de dichas formulaciones.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en un

disolvente apropiado con uno o una combinacidn de los ingredientes, por ejemplo, enumerados anteriormente, segln
se requiera, seguido de microfiltracién esterilizante.
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Los niveles de dosificacion reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas pueden variarse para
obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para conseguir la respuesta terapéutica deseada para un
paciente, composicién y modo de administracion particulares, sin ser téxica para el paciente. El nivel de dosificacion
seleccionado dependeré de una diversidad de factores farmacocinéticos, incluyendo la actividad de las composiciones
particulares de la presente invencién empleadas, la via de administracién, el momento de la administracién, la tasa de
excrecién del compuesto particular que se estd empleando, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos
y/o materiales utilizados en combinacidén con las composiciones particulares empleadas, la edad, el sexo, el peso, la
afeccién, la salud general y los antecedentes médicos anteriores del paciente que se esté tratando, y factores similares
bien conocidos en las técnicas médicas.

La composicién farmacéutica puede administrarse por cualquier via y modo adecuados. En una realizacién, una
composiciébn farmacéutica de la presente invencién se administra por via parenteral. "Administracién por via
parenteral”, como se usa en el presente documento, significa modos de administracién diferentes de la administracion
entérica y tépica, por lo general mediante inyeccién, e incluyen la inyeccién y la infusién epidérmicas, intravenosas,
intramusculares, intraarteriales, intratecales, intracapsulares, intraorbitales, intracardiacas, intradérmicas,
intraperitoneales, intratendinosas, transtraqueales, subcutaneas, subcuticulares, intraarticulares, subcapsulares,
subaracnoideas, intraespinales, intracraneales, intratoracicas, epidurales e intraesternales.

En una realizacién, esa composicién farmacéutica se administra mediante inyecciéon o infusién intravenosa o
subcutanea.

En un aspecto principal, la invencion se refiere a un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la invencién, para su uso
como medicamento. El anticuerpo biespecifico de la invencién puede usarse para una serie de fines. En particular,
como se ha explicado anteriormente, los anticuerpos biespecificos de la invencién pueden usarse para el tratamiento
de diversas formas de cancer, incluyendo el cancer metastasico y el cancer refractario.

Por lo tanto, en el presente documento también se describe un método para inhibir el crecimiento y/o la proliferacion
y/o para destruir una célula tumoral que comprende la administracién de un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la
invencién como se describe en el presente documento a un individuo que lo necesite.

En otra realizacion, los anticuerpos biespecificos de la invencién se usan para el tratamiento de enfermedades
inmunitarias y autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, enfermedades infecciosas, enfermedades
cardiovasculares, enfermedades del SNC y musculoesqueléticas.

Las pautas de dosificaciéon en los métodos de tratamiento y usos anteriores se ajustan para proporcionar la respuesta
optima deseada (por ejemplo, una respuesta terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse una Unica dosis en
embolada, pueden administrarse varias dosis divididas a lo largo del tiempo o puede reducirse o aumentarse
proporcionalmente la dosis segun lo indiquen las exigencias de la situacién terapéutica.

Las dosificaciones eficientes y las posologias para los anticuerpos biespecificos dependen de la enfermedad o
afeccién que se ha de tratar y pueden ser determinadas por los expertos en la materia. Un intervalo de ejemplo, no
limitante, para una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo biespecifico de la presente invencién es de
aproximadamente 0,1-100 mg/kg, tal como, aproximadamente 0,1-50 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0,1-
20 mg/kg, tal como, aproximadamente 0,1-10 mg/kg, por ejemplo, aproximadamente 0,5, aproximadamente tal como
0,3, aproximadamente 1, aproximadamente 3, aproximadamente 5 o aproximadamente 8 mg/kg.

Un médico o veterinario que tenga experiencia habitual en la materia puede determinar y prescribir facilmente la
cantidad eficaz de la composicién farmacéutica requerida. Por ejemplo, el médico o veterinario podria comenzar las
dosis del anticuerpo biespecifico empleado en la composicién farmacéutica a niveles inferiores a los requeridos para
lograr el efecto terapéutico deseado y aumentar gradualmente la dosis hasta que se logre el efecto deseado. En
general, una dosis diaria adecuada de una composicién de la presente invencién sera aquella cantidad del compuesto
que sea la dosis més baja eficaz para producir un efecto terapéutico. La administracion puede ser, por ejemplo,
parenteral, tal como intravenosa, intramuscular o subcutanea.

Un anticuerpo biespecifico de la invencidén también puede administrarse profilacticamente con el fin de reducir el riesgo
de desarrollar una enfermedad, tal como el cancer, retrasar el inicio de la aparicién de un evento en la progresién de
la enfermedad y/o reducir el riesgo de reaparicién cuando una enfermedad, tal como el cancer, esta en remisién.

Los anticuerpos biespecificos de la presente invencién también pueden administrarse en terapia de combinacién, es
decir, combinados con otros agentes terapéuticos de interés para la enfermedad o afeccién que ha de tratarse. En
consecuencia, en una realizacion, el medicamento que contiene anticuerpos biespecificos es para su combinacién
con uno o0 més agentes terapéuticos adicionales, tales como agentes citotéxicos, quimioterapicos o antiangiogénicos.
Dicha administracion combinada puede ser simultanea, por separado o secuencial. También se describe un método
para tratar o prevenir enfermedades, tales como el cancer, método que comprende administrar a un sujeto que lo
necesite una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo biespecifico de la presente invencién, en combinacion
con radioterapia y/o cirugia.
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Los anticuerpos biespecificos de la presente invencidén también pueden usarse con fines diagnésticos.
Ejemplos
Ejemplo 1: Vectores de expresién para la expresion de IgG1-2F8 e IlgG1-7D8 humanas

Las regiones codificantes VH y VL de HuMab 2F8 (documento WO 02/100348) y HuMab 7D8 (documento WO
04/035607) se clonaron en el vector de expresién pConGlf (que contenia la secuencia genémica de la regién constante
del alotipo 1gGIf humano (Lonza Biologics)) para la produccién de la cadena pesada de 19gG1 humana y pConKappa
(que contenia la regidn constante de cadena ligera kappa humana, Lonza Biologics) para la produccién de la cadena
ligera kappa. Para los anticuerpos IgG4, las regiones VH se insertaron en el vector pTomG4 (que contenia la secuencia
gendmica de la regidn constante de IgG4 humana en el vector pEE12.4 (Lonza Biologics)). Como alternativa, en
construcciones de seguimiento, se usaron vectores que contenian las regiones codificantes con codones totalmente
optimizados de la cadena pesada (IgG1 o IgG4) en el vector pEE12.4 o la cadena ligera kappa humana de HuMab
2F8 o HuMab 7D8 en el vector pEE6.4 (Lonza Biologics).

Ejemplo 2 Vectores de expresién para la expresion de IgG1-2F8 con bisagra suprimida y fragmentos CH2-CH3
de IgG1 e IgG4 humanas eque contienen mutaciones especificas

Para introducir mutaciones en las regiones bisagra y CH3 de las cadenas pesadas de anticuerpo, se usé un kit de
mutagénesis dirigida al sitio Quickchange (Stratagene, La Jolla, CA) de acuerdo con las recomendaciones del
fabricante. Como alternativa, las construcciones se sintetizaron totalmente o se clonaron regiones VH en un vector
que ya contenia las sustituciones codificantes de aminoacidos especificas.

Las construcciones que codificaban los fragmentos CH2 y CH3 se construyeron mediante PCR o se sintetizaron con
codones totalmente optimizados. Estas construcciones tenian un péptido sefial N-terminal y un marcador His de 6
aminoécidos y contenian los aminoacidos 341-447 de la regién constante 1gG1/4 humana. Las construcciones se
clonaron en pEE12.4.

Para construir moléculas de 1IgG1 con bisagra suprimida (Uni-G1), se fabricé una construccién de ADN sintético que
codificaba el formato Uni-G1 para isotipos de 1IgG1 humana con especificidad de EGFR. En esta construccién se
suprimié la regién bisagra natural (como se define por el exén de bisagra). Se realizé una mutacién adicional de Ser a
Cys en la posicién 158 en la construcciéon de IgG1 para rescatar el enlace Cys entre las cadenas HC y LC en este
subtipo. La secuencia de proteina se muestra a continuacién. La construccién se insert6 en el vector pEE6.4 y se
denominé pHG1-2F8.

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSTYGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWDDGSYKYYG
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARDGITMYRGVMKDYFDYWGQGTLVTV
SSASTKGPSYFPLAPCSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKYDKRVAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEY
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Ejemplo 3: Vectores de expresién para la expresion de IgG4-2F8 e IlgG4-7D8 de macaco de la India

Se sintetizaron vectores que contenian las regiones codificantes para las cadenas pesadas y ligeras kappa de 1gG4
del macaco de la India chino y las regiones VH y VL de Humab 2F8 y 7D8, con codones totalmente optimizados, y se
insertaron en pEE12.4 (cadena pesada) y pEE6.4 (cadena ligera). La secuencia de regién constante de cadena pesada
utilizada (basandose en las secuencias descritas por Scinicariello et al., Immunology 111: 66-74, 2004) fue la siguiente
(alineada a la secuencia humana):

9G4 humana ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
IgG4 de macaco de la India (Ch) -STKGPSVFPLASCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
9G4 humana TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYG
IgG4 de macaco de la India (Ch) TFPAVLQSSGLYSLSSWTVPSSSLGTQTYVCNWHEPSNTKVDKRVEFT--
9G4 humana PPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCWVDVSQEDPEV
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IgG4 de macaco de la India (Ch) PPCPACPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCWYDVSQEDPEV

9G4 humana QFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRWSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
IgG4 de macaco de la India (Ch) QFNWYVDGAEVHHAQTKPRERQFNSTYRWSVLTVTHQDWLNGKEYTCKYV
9G4 humana SNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFY
IgG4 de macaco de la India (Ch) SNKGLPAPIEKTISKAKGQPREPQVYILPPPQEELTKNQVSLTCLVTGFY
9G4 humana PSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVF
IgG4 de macaco de la India (Ch) PSDIAVEWESNGQPENTYKTTPPVLDSDGSYLLYSKLTVNKSRWQPGNIF
9G4 humana SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

IgG4 de macaco de la India (Ch) TCSVMHEALHNHYTQKSLSVSPGK

La secuencia de regién constante de cadena ligera (CL) de macaco de la India utilizada fue:

AVAAPSVFIFPPSEDQVKSGTVSVVCLLNNFYPREASVKWKVDGVLKTGNSQESVTEQDSKDN
TYSLSSTLTLSSTDYQSHNVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Ejemplo 4: Produccién de anticuerpos mediante expresién transitoria en células HEK-293F

Se produjeron anticuerpos, en condiciones sin suero, mediante cotransfeccién de vectores de expresién de cadena
pesada y ligera relevantes en células HEK-293F (Invitrogen), usando 293fectin (Invitrogen), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Ejemplo 5: Purificacion de anticuerpos IgG1 e IgG4

Se purificaron anticuerpos 1gG1 e 1IgG4 mediante cromatografia de afinidad de proteina A. Los sobrenadantes del
cultivo celular se filtraron a través de un filtro sin salida de 0,20 uM, seguido de la carga en una columna de proteina
A de 5 ml (rProteina A FF, GE Healthcare, Uppsala, Suecia) y la elucién de la IgG con acido citrico 0,1 M-NaOH, pH
3. El eluato se neutralizé inmediatamente con Tris-HCI 2 M, pH 9 y se dializé durante la noche a fosfato de sodio
12,6 mM, NaCl 140 mM, pH 7,4 (B. Braun, Oss, Paises Bajos). Después de la didlisis, las muestras se esterilizaron
por filtracién sobre un filtro sin salida de 0,20 uM. La concentracién de las |gG purificadas se determiné mediante
nefelometria y absorbancia a 280 nm. Las proteinas purificadas se analizaron mediante SDS-PAGE, I|EF,
espectrometria de masas y glicoanélisis.

Ejemplo 6: Purificacion de fragmentos CH2-CH3

Las proteinas CH2-CH3 marcadas con His se purificaron mediante cromatografia de afinidad de iones metalicos
inmovilizados (Ni®*) (Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Alemania), desalada usando columnas PD-10 (GE Healthcare)
equilibradas con PBS vy filtradas-esterilizadas sobre filtros sin salida de 0,2 uM. La concentracién de las proteinas
purificadas se determiné mediante absorbancia a 280 nm. La calidad de las proteinas purificadas se analizé6 mediante
SDS-PAGE.

Ejemplo 7: Generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por GSH
entre anticuerpos IgG4 humanos y de macaco de la India

Como se ha mencionado anteriormente, El documento WO 2008119353 (Genmab) describe un método in vitro para
producir anticuerpos biespecificos en donde un anticuerpo biespecifico se forma mediante intercambio de "brazos
Fab" o "media molécula" (intercambio de una cadena pesada y una cadena ligera fijada) entre dos anticuerpos 1gG4
o similares a IgG4 monoespecificos tras incubacién en condiciones reductoras. Esta reaccién de intercambio de brazos
Fab es el resultado de una reaccién de isomerizacidn de enlaces disulfuro en donde los enlaces disulfuro entre
cadenas pesadas en las regiones bisagra de los anticuerpos monoespecificos se reducen y las cisteinas libres
resultantes forman un nuevo enlace disulfuro entre cadenas pesadas con restos cisteina de otra molécula de
anticuerpo con una especificidad diferente. El producto resultante es un anticuerpo biespecifico que tiene dos brazos
Fab con secuencias diferentes.

Para someter a ensayo el intercambio de brazos Fab entre anticuerpos igG4 humanos y de macaco de la India, se
usaron 1gG4-2F8 humana (anti-EGFR), 1gG4-7D8 humana (anti-CD20), 1IgG4-2F8 de macaco de la India y 1gG4-7D8
de macaco de la India para realizar todas las combinaciones posibles de dos anticuerpos. Para el intercambio de
brazos Fab in vitro, las mezclas de anticuerpos, que contenian cada anticuerpo a una concentracién final de 4 ug/ml
en 0,5 ml de PBS con glutatién reducido 0,5 mM (GSH), se incubaron a 37 °C durante 24 h. Para detener la reaccién
de reduccién, se afladieron 0,5 ml de PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBST) a la mezcla de reaccion.
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La presencia de anticuerpos biespecificos se sometié a ensayo mediante la determinacién de la unién biespecifica
usando un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de tipo sandwich. Las placas de ELISA (Greiner bio-
one, Frickenhausen, Alemania) se recubrieron durante la noche con 2 pg/ml (100 pl/pocillo) de dominio extracelular
recombinante de EGFR en PBS a 4 °C. Las placas se lavaron una vez con PBST. Se transfirieron series de diluciones
de las muestras de anticuerpos (0-1 pug/ml en diluciones con factor de diluciéon 3) en PBST/BSA al 0,2 % (PBSTB) a
las placas ELISA recubiertas (100 pl/pocillo) y se incubaron en un agitador de placas (300 rpm) durante 60 min a
temperatura ambiente (TA). Se desecharon las muestras y las placas se lavaron una vez con PBS/Tween 20 al 0,05 %
(PBST). A continuacién, las placas se incubaron en un agitador de placas (300 rpm) con 2 ug/ml de anticuerpo
monoclonal anti-idiotipico de ratén 2F2 SAB1.1 (dirigido contra 7D8; Genmab) en PBTB (100 pl/pocillo) durante 60 min.
Las placas se lavaron una vez con PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBST). A continuacién, las placas se incubaron en un
agitador de placas (300 rpm) con una IgG anti-ratdn de cabra conjugada con HRP (15G; Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Westgrove, PA, EE. UU.; 1:5.000) en PBSTB (100 pl/pocillo) durante 60 min a TA. Las placas se lavaron
una vez con PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBST). Se afiadié ABTS (50 mg/ml; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania) (100 pl/pocillo) y se incubaron protegidas de la luz durante 30 minutos a TA. La reaccién se detuvo con
acido oxélico al 2% (100 pl/pocillo; Riedel de Haen Seelze, Alemania). Después de 10 min a TA, se midié la
absorbancia a 405 nm en un lector de placas de ELISA.

La Figura 1 muestra que una combinacién de IgG4 humana y de macaco de la India dio como resultado méas unién
biespecifica (una DO 405 nm superior) en comparacién con cada una de las combinaciones de moléculas de IgG4 de
la misma especie. Estos datos muestran que se produce intercambio de brazos Fab entre la IgG4 humana y la 1IgG4
de macaco de la India. Por otra parte, la unién biespecifica superior sugiere que las semimoléculas de IgG4 humana
muestran una dimerizacion preferente con respecto a las semimoléculas de IgG4 de macaco de la India
(heterodimerizacién), dando como resultado un equilibrio de la reaccién de intercambio de brazos Fab que se desplaza
hacia el heterodimero biespecifico en lugar de un intercambio estocastico con 50 % de heterodimero y 50 % de
homodimeros.

Ejemplo 8: Analisis de secuencia de IlgG4 humana y de macaco de la India

Se ha descrito que la capacidad de un anticuerpo para participar en el intercambio de brazos Fab implica el tercer
dominio constante (CH3) ademés de una regién bisagra denominada permisiva (por ejemplo, que contiene CPSC) que
sélo requiere un entorno reductor para activarse (Van der Neut Kolfschoten, 2007, Science). Para los anticuerpos
humanos, se descubrié que el intercambio de brazos Fab era una caracteristica inherente de IgG4, caracterizada por
una arginina (R) en la posicién 409 en el dominio CH3 y una bisagra permisiva (226-CPSC-229) (véase el documento
WO 2008145142 (Genmab)). Por el contrario, la IgG1 humana, que no participa en el intercambio de brazos Fab, tiene
una lisina (K) en la posicién 409 y una bisagra estable (es decir, no permisiva) (226-CPPC-229) (numeracién EU,
véase también la Figura 16).

En un intento de dilucidar el aumento del intercambio de brazos Fab entre IgG4 humana y de macaco de la India en
comparacién con el intercambio de brazos Fab entre moléculas de 1gG4 de la misma especie, se analizaron los
aminoécidos de la bisagra central y de la interfaz CH3-CH3 de los anticuerpos humanos y de macaco de la India
(véase, por ejemplo, Dall'Acqua, et al. (1998) Biochemistry 37:9266 para consultar una vision de conjunto de los restos
de la interfaz CH3-CH3 humana). La Figura 2 muestra que la secuencia de bisagra central en IgG4 de macaco de la
India china es 226-CPAC-229 y que el dominio CH3 contiene una lisina (K) en la posicién 409. Ademés, la alineacion
de secuencias mostré que la IgG4 de macaco de la India se caracteriza por tres sustituciones de aminoacidos més en
la interfaz CH3-CH3 en comparacion con la IgG4 humana: isoleucina (1) en la posicién 350 en macaco de la India
frente a treonina (T) en ser humano; treonina (T) en la posicién 370 en macaco de la India frente a lisina (K) en ser
humano; y leucina (L) en la posiciéon 405 en macaco de la India frente a fenilalanina (F) en ser humano.

Ejemplo 9: Generacién de anticuerpos biespecificos usando intercambio de brazos Fab inducido por GSH
entre IgG4 humana e IgG1 humana que contienen secuencias CH3 de IgG4 de macaco de la India

Se ha descrito para los anticuerpos humanos, que para permitir que se produzca intercambio de brazos Fab en
moléculas de IgG1, reemplazar la secuencia de bisagra central de IgG1 (CPPC) con la secuencia de 1gG4 humana
(CPSC) por una sustitucién P228S no tuvo efecto, pero que la mutacién de CH3 a una secuencia similar a IgG4 era
necesaria para la actividad de intercambio de brazos Fab (Van der Neut Kolfschoten, 2007, Science).

Basandose en el intercambio de brazos Fab entre IgG4 humana y de macaco de la India descrito en el Ejemplo 7, se
analizé si la secuencia CH3 de 1IgG4 de macaco de la India china podria activar la IgG1 humana para el intercambio
de brazos Fab. Por lo tanto, la triple mutacién T3501-K370T-F405L (denominada ITL en lo sucesivo en el presente
documento) se introdujo en la IgG1-2F8 humana ademas de la mutacién P228S que da como resultado la secuencia
de bisagra CPSC. Los mutantes IgG1-2F8 humanos se combinaron con 1gG4-7D8 humana para el intercambio de
brazos Fab in vitro inducido por GSH. Las mezclas de anticuerpos, que contenian cada anticuerpo a una concentracion
final de 4 yg/ml en 0,5 ml de PBS con GSH 0,5 mM, se incubaron a 37 °C durante 0-3-6-24 h. Para detener la reaccién
de reduccién, se afiadieron 0,5 ml de PBS/Tween 20 al 0,05 % (PBST) a la mezcla de reaccidén. Se realizaron
mediciones de la unién biespecifica en un ELISA como se describe en el Ejemplo 7.
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La Figura 3 confirma que la introduccién de una bisagra CPSC por si sola no hace participar la IgG1-2F8 humana para
el intercambio de brazos Fab inducido por GSH cuando se combina con la |gG4-7D8 humana. Ademés, la introduccién
de los aminoécidos de la interfaz CH3 especificos de IgG4 de macaco de la India (ITL) en IgG1-2F8 humana, aunque
conservando la bisagra de IgG1 de tipo silvestre, no dio como resultado la participacioén en el intercambio de brazos
Fab cuando se combiné con 1gG4-7D8 humana en estas condiciones. Por el contrario, una secuencia de cadena
principal de 1IgG1-2F8 humana variante que alberga tanto una secuencia CPSC en la bisagra como los aminoacidos
de la interfaz CH3 especificos de |gG4 de macaco de la India (ITL) mostré una mayor unién biespecifica después del
intercambio de brazos Fab inducido por GSH con 1gG4-7D8 humana en comparacién con dos anticuerpos 1gG4
humanos. Estos datos muestran que una bisagra que contiene CPSC en combinacién con un dominio CH3 que
contiene |, T y L en las posiciones 350, 370 y 405, respectivamente, es suficiente para hacer participar la IgG1 humana
para el intercambio de brazos Fab inducido por GSH y que el equilibrio de la reaccién de intercambio se desplace
hacia el producto biespecifico intercambiado cuando se combina con la IgG4 humana.

Ejemplo 10: Generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab in vivo entre IgG4
humana y mutantes de IgG1 o IgG4

Para identificar adicionalmente las caracteristicas necesarias para la participaciéon en el intercambio de brazos Fab,
se analizaron las variantes de 1gG4 e IgG1 humanas /in vivo. A cuatro ratones SCID hembras (Charles River,
Maastricht, Paises Bajos) por cada grupo se le inyectaron i.v. mezclas de anticuerpos, que contenian 600 pug de
anticuerpo (500 ug de 7D8 + 100 ug de 2F8) en un volumen total de 300 pl. Se extrajeron muestras de sangre de la
vena safena 3, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccion. La sangre se recogid en viales que contenian heparina y
se centrifugd a 10.000 g durante 5 minutos para separar el plasma de las células. La generacion de anticuerpos
biespecificos se siguié evaluando la reactividad biespecifica contra CD20 y EGFR en un ELISA usando muestras de
plasma diluidas en serie en PBSTB como se describe en el Ejemplo 7. Los anticuerpos biespecificos en muestras de
plasma se cuantificaron mediante ajuste de curva de regresién no lineal (software GraphPad, San Diego, CA) usando
un mezcla de anticuerpos intercambiados in vitro como referencia.

La Figura 4 muestra que la IgG4-2F8 humana, en la que la bisagra o la secuencia de CH3 se convierte en la secuencia
de IgG1 humana correspondiente (CPPC o R409K, respectivamente), no participa en el intercambio de brazos Fab in
vivo. A la inversa, la IgG1 humana, en la que tanto la regién bisagra como las secuencias de interfaz CH3 se convierten
en las secuencias de IlgG4 humanas correspondientes (CPSC y K409R), es capaz de participar en el intercambio de
brazos Fab in vivo. Estos datos muestran que una bisagra que contiene CPSC (S en la posiciéon 228) en combinacion
con un dominio CH3 que contiene una arginina (R) en la posiciéon 409 es suficiente para permitir el intercambio de
brazos Fab por la IgG1 humana in vivo.

Ejemplo 11: Generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-
MEA: derivacién/interrupcion de una bisagra estabilizada

La 2-mercaptoetilamina-HCI (2-MEA) es un agente reductor suave que se ha descrito que escinde selectivamente los
enlaces disulfuro en la regién bisagra de los anticuerpos, conservando al mismo tiempo los enlaces disulfuro entre las
cadenas pesadas y ligeras. Por lo tanto, se sometié a ensayo una serie de concentraciones de 2-MEA para determinar
su capacidad para inducir la generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab entre dos
anticuerpos que contienen regiones bisagra CPSC o CPPC. Las mezclas de anticuerpos, que contienen cada
anticuerpo a una concentracion final de 0,5 mg/ml, se incubaron con una serie de concentraciones de 2-MEA (0, 0,5,
1,0, 2,0, 5,0, 7,0, 10,0, 15,0, 25,0 y 40,0 mM) en un volumen total de 100 pl de TE a 37 °C durante 90 min. Para
detener la reaccién de reduccién, el agente reductor 2-MEA se eliminé desalando las muestras usando columnas de
centrifugacién (filtros centrifugos Microcon, 30k, Millipore) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. La
unién biespecifica se midié en un ELISA como se describe en el Ejemplo 7.

Se sometié a ensayo el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA para la combinacién 1gG4-2F8 x |1gG4-7D8,
que contiene regiones bisagra CPSC y se sabe que participa en el intercambio de brazos Fab inducido por GSH, y
para la combinacién IgG1-2F8-ITL x |gG4-7D8-CPPC, que no participa en el intercambio de brazos Fab inducido por
GSH debido a las regiones bisagra estabilizadas (descritas en el Ejemplo 9, Figura 3). Sorprendentemente, se
descubrié que 2-MEA induce la separacién de las cadenas ligeras de las cadenas pesadas determinada mediante
SDS-PAGE no reductora (datos no mostrados). No obstante, se generaron anticuerpos biespecificos funcionales como
se muestra en la Figura 5. El nivel maximo de unién biespecifica después del intercambio de brazos Fab entre 1gG4-
2F8 humana de tipo silvestre e IgG4-7D8 se alcanzé a una concentracién de 2-MEA 2,0 mM y fue comparable al nivel
alcanzado con GSH 0,5 mM como se describe en el Ejemplo 9 (Figura 3). Sin embargo, 2-MEA fue capaz de inducir
el intercambio de brazos Fab entre los anticuerpos humanos IgG1-2F8-ITL e IgG4-7D8-CPPC (con regiones bisagra
estabilizadas) de una manera dependiente de la dosis. Aunque se formaron pocos o ningln anticuerpo biespecifico a
bajas concentraciones de 2-MEA, probablemente debido a la presencia de una secuencia CPPC en la regidn bisagra
de ambos anticuerpos, la generacién de anticuerpos biespecificos fue muy eficiente en concentraciones superiores de
2-MEA. La unidn biespecifica maxima se alcanzd a 2-MEA 25 mM y superé la unién méxima después del intercambio
de brazos Fab entre los dos anticuerpos 19G4 de tipo silvestre. Estos niveles maximos de unién fueron comparables
a lo que se describe en el Ejemplo 9 (Figura 3) para el tratamiento con GSH del anticuerpo correspondiente con una
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bisagra CPSC (IgG1-2F8-CPSC-ITL). Como IgG1-2F8-ITL e IgG4-7D8-CPPC contienen ambos una bisagra CPPC,
estos datos indican que 2-MEA podria eludir el requisito de una bisagra CPSC para el intercambio de brazos Fab in
vitro.

Ejemplo 12: Espectrometria de masas para seguir la generacién de anticuerpos biespecificos mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA

La generacion de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA se describe en
el Ejemplo 11, donde la unidn biespecifica se demostré mediante un ELISA (Figura 5). Para confirmar que se forman
anticuerpos biespecificos, las muestras se analizaron mediante espectrometria de masas de ionizacién por
electronebulizacién (EM-IEN) para determinar los pesos moleculares. En primer lugar, las muestras se desglicosilaron
incubando 200 pg de anticuerpo durante la noche a 37 °C con 0,005 U de N-glicanasa (N.° de cat. GKE-5006D,;
Prozyme) en 180 ul de PBS. Las muestras se desalaron en un UPLC Aquity™ (Waters, Milford, EE. UU.) con una
columna BEH300 C18, 1,7 uym, 2,1 x 50 mm, a 60 °C y eluida con un gradiente de una mezcla de agua MQ (eluyente
A) y acetonitrilo de grado CL-EM (eluyente B) (Biosolve, Valkenswaard, Paises Bajos) que contenia &cido férmico al
0,05 % (Fluka Riedel-de Haén, Buchs, Alemania). Los espectros de masas de ionizacién por electronebulizacién de
tiempo de vuelo se registraron en linea en un espectrometro de masas microOTOF™ (Bruker, Bremen, Alemania)
funcionando en modo de iones positivos. Antes del analisis, se calibré una escala de 500-4000 m/z con una mezcla
de ajuste de EN (Agilent Technologies, Santa Clara, EE. UU.). Los espectros de masas se deconvolucionaron usando
la Entropia maxima que se proporciona con el software DataAnalysis™ v. 3.4 (Bruker, Bremen, Alemania). Basandose
en la masa molecular de los anticuerpos utilizados para el intercambio de brazos Fab en este experimento, los
anticuerpos biespecificos pudieron discriminarse de los anticuerpos originales (también descrito en el Ejemplo 15,
Figura 9C para IgG1-2F8-ITLxIgG4-7D8-CPPC). Para el pico del anticuerpo biespecifico, se determiné el area bajo la
curva y se dividid por el area bajo las curvas total para calcular el porcentaje de anticuerpos biespecificos en cada
muestra.

La Figura 6A muestra tres perfiles de espectrometria de masas representativos de la reaccién de intercambio de
brazos Fab entre 1I9G1-2F8-ITL e IgG4-7D8-CPPC con 2-MEA 0 mM (dos picos correspondientes a los anticuerpos
progenitores), 2-MEA 7 mM (tres picos correspondientes a los anticuerpos progenitores y biespecificos) y 2-MEA
40 mM (un pico correspondiente al anticuerpo biespecifico). El pico homogéneo del producto biespecifico indica que
no se produjo ningin emparejamiento incorrecto de la cadena ligera, lo que habria dado como resultado picos
subdivididos. Los datos cuantificados se presentan en la Figura 6B y muestran que el intercambio de brazos Fab entre
IlgG1-2F8-ITL e IgG4-7D8-CPPC dio como resultado casi un 100 % de anticuerpos biespecificos. Por el contrario, el
intercambio de brazos Fab entre anticuerpos 1gG4 de tipo silvestre dio como resultado menos del 50 % de producto
biespecifico. Estos datos confirman los resultados del ELISA de unién biespecifica descrito en el Ejemplo 11 (Figura
5).

Ejemplo 13: Estabilidad de los anticuerpos biespecificos generados mediante intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA

Se sometié a ensayo la estabilidad de los anticuerpos biespecificos generados mediante intercambio de brazos Fab
in vitro inducido 2-MEA. Por lo tanto, se usaron 2 pg de una muestra biespecifica generada a partir de IgG1-2F8-ITL
e 1gG4-7D8-CPPC con 2-MEA 7,0 mM (como se describe en el Ejemplo 11, Figura 5) en una reaccién de intercambio
de brazos Fab inducida por GSH en presencia de una serie de concentraciones (0, 2, 20, 100 pg) de IgG4 irrelevante
(1gG4-MG contra el receptor de acetilcolina), lo que representa un exceso de 0, 1, 10, 50x de 19G4-MG en comparacién
con la muestra de ensayo biespecifica de 2 ug. El intercambio de brazos Fab en esta reaccién daria como resultado
la pérdida de la unién EGFR/CD20 biespecifica. Las condiciones para la reaccién de reduccién de GSH fueron las
mismas que las descritas en el Ejemplo 7 (24 h a 37 °C en 0,5 ml de PBS/GSH 0,5 mM). Para detener la reaccién de
reduccién, se afladieron 0,5 ml de PBSTB a la mezcla de reaccién. La unién biespecifica se midié en un ELISA como
se describe en el Ejemplo 7. La unién biespecifica después de la reaccién de reduccién de GSH se presenta con
respecto a la unién biespecifica medida en el material de partida (control), que se fijé en el 100 %.

La Figura 7A muestra que para la muestra biespecifica derivada de |gG1-2F8-ITL x 1gG4-7D8-CPPC, la unién
EGFR/CD20 biespecifica no cambia significativamente después del intercambio de brazos Fab inducido por GSH en
presencia de 1gG4 irrelevante. Esto indica que el producto biespecifico es estable, es decir, no participa en el
intercambio de brazos Fab inducido por GSH. Como control, la Figura 7B muestra que una muestra derivada de 1gG4-
2F8 x IgG4-7D8 muestra una unién EGFR/CD20 biespecifica disminuida después del intercambio de brazos Fab
inducido por GSH en presencia de IgG4 irrelevante, lo que indica que este producto no es estable. Estos datos
muestran que el heterodimero que consiste en una cadena pesada de IgG1 humana que contiene la triple mutacién
T350I-K370T-F405L en el dominio CH3 y una cadena pesada de IgG4 humana que contiene la sustitucién S228P que
da como resultado una bisagra estabilizada (CPPC), es estable.

Ejemplo 14: Andlisis in vivo de la farmacocinética y estabilidad de los anticuerpos biespecificos generados
mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA

El anticuerpo biespecifico generado mediante el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA in vitro entre IgG1-
2F8-ITL x IgG4-7D8-CPPC se inyecté en ratones SCID para analizar su estabilidad (intercambio de brazos Fab in
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vivo) y propiedades farmacocinéticas (tasa de aclaramiento plasmético) en comparacién con los anticuerpos
progenitores IgG1-2F8-ITL e 1gG4-7D8-CPPC. A tres grupos de ratones (3 ratones por grupo) se les inyectaron por
via intravenosa en la vena de la cola 200 pl de anticuerpo purificado: (1) 100 pg de anticuerpo biespecifico; (2) 100 pg
de anticuerpo biespecifico + 1.000 ug de 1gG4 irrelevante (natalizumab, anti-integrina-a4); (3) 50 pg de 1IgG1-2F8-ITL
+ 50 ug de IgG4-7D8-CPPC. Se recogieron muestras de sangre (50-100 ul) mediante puncién en el carrillo a intervalos
de tiempo predeterminados después de la administracién de anticuerpos (10 min, 3h, 1, 2, 7, 14, 21 dias). La sangre
se recogib en viales que contenian heparina y se centrifugé durante 10 minutos a 14.000 g. El plasma se almacené a
-20 °C antes de realizar mas analisis.

Las concentraciones de IgG total en las muestras de plasma se sometieron a ensayo mediante ELISA. Las condiciones
de ensayo de las etapas siguientes fueron las mismas que para el ELISA descrito en el Ejemplo 7. Los compuestos
especificos utilizados para la medicién de IgG total fueron los siguientes: cubrir con anti-lgG humana de ratén 2 pg/mi
(clon MH16-1; CLB; N.° de cat. M1268); diluciones de muestras de suero (1:500 y 1:2.500 para los grupos 1y 3) y
(1:2.500 y 1:10.000 para el grupo 2); conjugado: Anti-lgG humana de cabra conjugado con HRP (clon 11H; Jackson;
N.° de cat. 109-035-098; 1:10.000). La presencia de anticuerpos biespecificos en las muestras de plasma se analiz
y cuantificd mediante la reactividad biespecifica de CD20 y EGFR en un ELISA como se describe en el Ejemplo 10.

La Figura 8A muestra las concentraciones plasmaticas totales de anticuerpos. La forma de las curvas de claramiento
plasmatico fue idéntica en todos los grupos, lo que indica que el aclaramiento plasmético del anticuerpo biespecifico
fue el mismo que el de los anticuerpos progenitores IgG1-2F8-ITL e IgG4-7D8-CPPC durante el intervalo de tiempo
analizado. La Figura 8B muestra las concentraciones plasmaticas de anticuerpos biespecificos a lo largo del tiempo.
La adicién de un exceso de 10 veces de IgG4 irrelevante al anticuerpo biespecifico no afecté a las concentraciones
de anticuerpos biespecificos, lo que indica que no se produjo ningun intercambio de brazos Fab in vivo. Después de
la inyeccién de los anticuerpos progenitores (IgG1-2F8-ITL + |gG4-7D8-CPPC), no se detectaron anticuerpos
biespecificos en el plasma, confirmando que estos anticuerpos no participan en el intercambio de brazos Fab in vivo.
Estos datos indican que el producto de anticuerpo biespecifico, generado mediante intercambio de brazos Fab in vitro
inducido por 2-MEA entre 19G1-2F8-ITL x IgG4-7D8-CPPC, era estable in vivo (sin intercambio de brazos Fab) y
mostré propiedades farmacocinéticas comparables (tasa de aclaramiento plasmatico) a las de los anticuerpos
monovalentes progenitores.

Ejemplo 15: Pureza del anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-
MEA entre dos anticuerpos

Un lote de anticuerpo biespecifico, generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-
2F8-ITL humana x 1gG4-7D8-CPPC, se purificd en una columna de desalacién PD-10 (N.° de cat. 17-0851-01; GE
Healthcare). A continuacién, la pureza del producto biespecifico se analizé mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés), cromatografia de exclusién por
tamafio de alto rendimiento (HP-SEC, por sus siglas en inglés) y espectrometria de masas. La funcionalidad del
anticuerpo biespecifico generado se confirmé mediante la unién biespecifica en un ELISA (datos no mostrados).

La SDS-PAGE se realizé en condiciones reductoras y no reductoras en geles NUPAGE Bis-Tris al 4-12 % (Invitrogen,
Breda, Paises Bajos) usando un método Laemli modificado (Laemli 1970 Nature 227(5259):. 680-5), donde las
muestras se procesaron a pH neutro. Los geles SDS-PAGE se tifieron con Coomassie y se obtuvieron imagenes
digitales usando GeneGenius (Synoptics, Cambridge, Reino Unido). La Figura 9A muestra que la muestra de
anticuerpos después del intercambio de brazos Fab consiste en IgG intacta, con una traza de medias moléculas (H1L1)
detectables en el gel no reducido (Figura 9A-b).

El fraccionamiento por HP-SEC se realizé usando una unidad de separacién Waters Alliance 2695 (Waters, Etten-
Leur, Paises Bajos) conectada a una columna de HP-SEC TSK (G3000SWy,; Toso Biosciences, via Omnilabo, Breda,
Paises Bajos) y un detector de absorbancia dual A Waters 2487 (Waters). Las muestras se ejecutaron a 1 ml/min. Los
resultados se procesaron usando el software Empower versién 2002 y se expresaron por pico como porcentaje de la
altura total del pico. La Figura 9B muestra que >98 % de la muestra consiste en IgG intacta, practicamente sin formar
agregados.

La espectrometria de masas se realizé como se describe en el Ejemplo 12. La Figura 9C muestra los perfiles de
espectrometria de masas de los materiales de partida IgG1-2F8-ITL e IgG4-7D8-CPPC vy el producto biespecifico
generado mediante intercambio de brazos Fab entre IgG1-2F8-ITL x IgG4-7D8-CPPC. El producto en la muestra con
brazos Fab intercambiados es de 145.901 kDa, que coincide perfectamente con el producto biespecifico derivado de
IgG1-2F8-ITL (146.259,5/2 = 73.130) + 1gG4-7D8-CPPC (145.542,0/2 = 72.771). Por otra parte, el producto del
anticuerpo biespecifico mostré un pico homogéneo, lo que indica que no se produjo ningln emparejamiento erréneo
en la cadena ligera, lo que habria dado como resultado picos subdivididos. Estos datos muestran que el intercambio
de brazos Fab dio como resultado un 100 % de anticuerpo biespecifico. Los pequefios picos detectados ademas del
pico principal (K0O) del IgG4-7D8-CPPC y la muestra biespecifica pueden atribuirse a la presencia de una (K1) o dos
(K2) lisinas C-terminales.

Estos datos muestran que se generd una muestra de anticuerpo biespecifico funcional al ~100 % mediante el
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intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-ITL x IgG4-7D8-CPPC.

Ejemplo 16: Descifrando los requisitos de las sustituciones T3501, K370T y F405L para la participacion en el
intercambio de brazos Fab de la IgG1 humana

Para identificar adicionalmente los determinantes en el dominio CH3 de IgG1 que son necesarios para que IgG1
participe en el intercambio de brazos Fab, se comparé la IgG1 que contiene la triple mutacion T3501-K370T-F405L
(ITL) con los mutantes dobles T3501-K370T (IT), T3501-F405L (IL) y K370T-F405L (TL). También se sometié a ensayo
el mutante simple F405L (L). Se utilizé 2-MEA como reductor para inducir el intercambio de brazos Fab in vitro (50 g
de cada anticuerpo en 100 pl de PBS/2-MEA 25 mM durante 90 min a 37 °C). Para el anticuerpo F405L mutante
simple, se usé anticuerpo sin purificar del sobrenadante de una transfeccion transitoria después del intercambio de
tampén a PBS usando dispositivos centrifugos Amicon Ultra (30k, Millipore, N.° de cat. UFC803096). Para detener la
reacciébn de reduccién, el agente reductor 2-MEA se elimind desalando las muestras usando columnas de
centrifugacion como se describe en el Ejemplo 11. La generacién de anticuerpos biespecificos se determiné mediante
la unién biespecifica medida en un ELISA como se describe en el Ejemplo 7.

Se introdujeron mutaciones triple (ITL), dobles (IT, ILy TL) y simple (L) en IgG1-2F8. Estos mutantes se combinaron
con 1gG4-7D8, que contenia una bisagra CPSC (de tipo silvestre) o una bisagra estabilizada (IgG4-7D8-CPPC), para
el intercambio de brazos Fab usando 2-MEA 25 mM durante 90 min a 37 °C. La Figura 10A-B muestra que los
mutantes 1gG1-2F8-IL y -TL mostraron un intercambio de brazos Fab al mismo nivel que el mutante triple ITL,
independientemente de la IgG4-7D8 combinada (bisagra CPSC o CPPC). Por el contrario, no se encontré unién
biespecifica para la combinacién con el mutante IgG1-2F8-IT. La Figura 10C muestra que también el mutante 1gG1-
2F8-FA405L mostré intercambio de brazos Fab, independientemente de la IgG4-7D8 combinada (bisagra CPSC o
CPPC). Estos datos indican que la mutacién F405L es suficiente para la participacién de 1gG1 humana en el
intercambio de brazos Fab en las condiciones mencionadas anteriormente.

Ejemplo 17: Generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-
MEA a diferentes temperaturas

La capacidad de 2-MEA para inducir la generacién de anticuerpos biespecificos mediante el intercambio de brazos
Fab entre dos anticuerpos diferentes, se sometié a ensayo a diferentes temperaturas. Las reacciones de intercambio
de brazos Fab se iniciaron incubando 160 ug de IgG1-2F8-ITL humana con 160 pg de 1gG4-7D8-CPPC en 320 pl de
PBS/2-MEA 25 mM (concentracién final de 0,5 mg/ml para cada anticuerpo) a 0 °C, 20 °C (TA) o 37 °C. De estas
reacciones, se tomaron muestras de 20 pl en diferentes momentos (0, 2,5, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180
y 240 min). Se afiadieron 20 yl de PBS a cada muestra antes de eliminar el agente reductor 2-MEA desalando las
muestras usando una placa de desalacién de centrifugacién Zeba de 96 pocillos (7k, N.° de cat. 89808 Thermo Fisher
Scientific), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Las concentraciones de anticuerpos totales se
determinaron midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm usando un espectrofotémetro Nanodrop ND-
1000 (Isogen Life Science, Maarssen, Paises Bajos). Se usaron series de diluciones de las muestras de anticuerpos
(concentracidén de anticuerpos total de 0 a 20 pug/ml en diluciones con factor de dilucién 25) en un ELISA para medir la
unién biespecifica como se describe en el Ejemplo 7.

La Figura 11 muestra que la generacion de anticuerpos biespecificos mediante el intercambio de brazos Fab inducido
por 2-MEA entre IgG1-2F8-ITL humana e IgG4-7D8-CPPC resultdé ser més eficiente a 37 °C, con unién biespecifica
maxima alcanzada después de 45 min. A temperatura ambiente, la generacién de anticuerpos biespecificos fue méas
lenta, alcanzando la unién biespecifica maxima después de 240 min. A 0 °C, no se observd generaciéon de union
biespecifica durante el curso temporal analizado.

Ejemplo 18: Andlisis de diferentes agentes reductores por su capacidad para inducir la generacién de
anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab in vitro

Se ha demostrado anteriormente que GSH 0,5 mM puede inducir el intercambio de brazos Fab in vitro entre IgG4 e
IgG1-CPSC-ITL humanas, pero no entre IgG4 e IgG1-ITL humanas que contienen una bisagra estable (Figura 3).
Ademas, se descubrié que 2-MEA era capaz inducir el intercambio de brazos Fab entre anticuerpos con regiones
bisagra estabilizadas, tales como IgG1-ITL x IgG4-CPPC (Figura 5). Para someter a ensayo si otras concentraciones
de GSH o 2-MEA u otros agentes reductores son capaces de inducir intercambio de brazos Fab in vitro entre dos
anticuerpos diferentes, se sometieron a ensayo series de concentraciones de 2-MEA, GSH y DTT (ditiotreitol). Por lo
tanto, combinaciones de 10 ug de IgG1-2F8-ITL humana y 10 ug de IgG4-7D8-CPPC en 20 pl de PBS (concentracion
final de 0,5 mg/ml para cada anticuerpo) se incubaron a 37 °C con series de concentraciones de los diferentes agentes
reductores (0,0, 0,04, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 12,5, 25,0 y 50,0 mM). Después de 90 min, se afiadieron 20 pl de
PBS a cada muestra y se eliminé el agente reductor desalando las muestras usando una placa de desalacién de
centrifugacién como se describe en el Ejemplo 17. Las concentraciones de anticuerpos totales se determinaron como
se describe en el Ejemplo 17. Se usaron series de diluciones de las muestras de anticuerpos (concentracion de
anticuerpos total de 0 a 20 pg/ml en diluciones con factor de diluciéon 3) en un ELISA para medir la unién biespecifica
como se describe en el Ejemplo 7.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 989 108 T3

La Figura 12 confirma que 2-MEA induce una unién biespecifica méxima a una concentraciéon de 2-MEA 25 mM. Se
descubrié que DTT era muy eficaz en la generacién de anticuerpos biespecificos alcanzandose la unién biespecifica
méxima a DTT 2,5 mM. Las concentraciones de GSH en el intervalo de 0-5 mM no fueron capaces de inducir la
generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab entre los anticuerpos IgG1-ITL e IgG4-
CPPC, que contienen ambos regiones bisagra estabilizadas. Concentraciones de GSH superiores (12,5-50 mM)
dieron como resultado la formacién de agregados de anticuerpos, como se determiné mediante SDS-PAGE no
reductora (datos no mostrados). Por lo tanto, estas muestras se excluyeron del analisis. Estos datos muestran que la
generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab entre dos anticuerpos diferentes puede
ser inducida por diferentes agentes reductores.

Ejemplo 19: Determinantes en la posicién 409 de IgG1 para la participacidon en el intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-ITL

2-MEA puede inducir el intercambio de brazos Fab entre IgG1-ITL humana e IgG4-CPPC, como se describe en el
Ejemplo 11 (Figura 5). Los restos de la interfaz CH3 de 1gG1 y IgG4 humanas difieren sélo en la posiciéon 409: lisina
(K) en IgG1 y arginina (R) en 1gG4 (descrito en el Ejemplo 8, Figura 2). Por lo tanto, se sometié a ensayo si la sustitucién
de lisina en la posiciéon 409 por arginina o cualquier otro aminoacido (K409X) podria permitir que 1gG1 participe en el
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA con IgG1-ITL. Se incubaron combinaciones de 10 ug de IgG1-2F8-ITL
humana y 10 ug de 1gG1-7D8-K409X en 20 ul de PBS/2-MEA 25 mM (concentracién final de 0,5 mg/ml para cada
anticuerpo) durante 90 min a 37 °C. Los anticuerpos sin purificar de los sobrenadantes de las transfecciones
transitorias se usaron después del intercambio de tampdn a PBS usando dispositivos centrifugos Amicon Ultra (30Kk,
Millipore, N.° de cat. UFC803096). Después de la reaccién de intercambio de brazos Fab, se afiadieron 20 pl de PBS
a cada muestra y se elimind el agente reductor desalando las muestras usando una placa de desalaciéon de
centrifugacién como se describe en el Ejemplo 17. Se usaron series de diluciones de las muestras de anticuerpos
(concentracién de anticuerpos total de 0 a 20 ug/ml en diluciones con factor de dilucién 3) en un ELISA para medir la
unién biespecifica como se describe en el Ejemplo 7.

La Figura 13A muestra los resultados de la unién biespecifica tras el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre 1IgG1-2F8-ITL x IgG1-7D8-K409X. En la Figura 13B, el intercambio se presenta como una unién biespecifica con
respecto a un lote purificado de anticuerpo biespecifico derivado de un intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre IgG1-2F8-ITL e IgG4-7D8-CPPC, que se fij6 en el 100 %. Estos datos también se puntuaron como (-) intercambio
de brazos Fab nulo, intercambio de brazos Fab (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto, como se presenta en la Tabla 1.
No se encontré ningln intercambio de brazos Fab (-) cuando la posicién 409 en IgG1-7D8 era K (= 1gG1 de tipo
silvestre), L o M. Se descubrié que el intercambio de brazos Fab era intermedio (+) cuando la posicién 409 en 1gG1-
7D8 eraF, |, NoY, yalto (++) cuando la posicién 409 en IgG1-7D8 era A, D, E, G, H, Q,R, S, T, Vo W.

Tabla 1: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgGI-2F8-ITL e IgGI-7D8-K409X. La
generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
mutantes IgGI-2F8-ITL e IgGI-7D8-K409X se determiné mediante un ELISA sandwich. Intercambio de brazos Fab (-)
nulo, (+/-) bajo, (+) intermedio, (++) alto.

Intercambio de brazos Fab
IgG1-7D8-K409X x 1gG1-2F8-ITL
A ++

Ejemplo 20: La desglicosilacion de anticuerpos no influye en la generacién de anticuerpos biespecificos
mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
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Las muestras de 1gG4-7D8 e IgG4-7D8-CPPC se desglicosilaron incubando 200 ug de anticuerpo durante la noche a
37 °C con 0,005 U de N-glicanasa (N.° de cat. GKE-5006D; Prozyme) en 180 ul de PBS. Estas muestras se usaron
directamente en una reaccién de intercambio de brazos Fab. El intercambio de brazos Fab se realizé incubando 50 pg
de cada anticuerpo en 100 pl de PBS/2-MEA 25 mM (concentracién final de 0,5 mg/ml para cada anticuerpo) durante
90 min a 37 °C. El agente reductor 2-MEA se elimin6é desalando las muestras usando columnas de centrifugacién
como se describe en el Ejemplo 11. Se usaron series de diluciones de las muestras de anticuerpos (concentracidén de
anticuerpos total de 0 a 20 pg/ml en diluciones con factor de dilucién 3) en un ELISA sandwich para medir la unién
biespecifica como se describe en el Ejemplo 7.

El analisis por espectrometria de masas mostré que la reaccidén de desglicosilacién dio como resultado un producto
de anticuerpo 100 % desglicosilado (datos no mostrados). La Figura 14 muestra que el intercambio de brazos Fab que
implican anticuerpos desglicosilados no difirié del intercambio de brazos Fab con los anticuerpos glicosilados
correspondientes (IgG4-2F8 x 1gG4-7D8-desglicosilado frente a 1gG4-2F8 x 1gG4-7D8 e 1gG1-2F8-ITL x 1gG4-7D8-
CPPC-desglicosilado frente a IgG1-2F8-ITL x IgG4-7D8-CPPC). Estos datos indican que la desglicosilacién no afecté
a la generacion de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA.

Ejemplo 21: Cuantificacién de la interaccién CH3-CH3 no covalente

La fuerza de las interacciones en la interfaz CH3 debe ser de manera que sea posible que ambas cadenas pesadas
de los anticuerpos progenitores se disocien en la reaccion de intercambio de brazos Fab y que posteriormente se
asocien en la reaccién de heterodimerizacion. Por lo tanto, se analizé la correlacién entre la capacidad para participar
en el intercambio de brazos Fab y la fuerza de la interaccién CH3-CH3 no covalente (constante de disociacién, Kp). El
intercambio de brazos Fab inducido por GSH se realizé como se describe en el Ejemplo 9 (GSH 0,5 mM a 37 °C) para
las siguientes combinaciones de anticuerpos humanos:

IgG1-2F8 x IgG1-7D8

IgG1-2F8-CPSC x 1gG1-7D8-CPSC

IgG1-2F8-CPSC-T350I x IgG1-CPSC-7D8-T350I

IgG1-2F8-CPSC-K370T x IgG1-7D8-CPSC-K370T

IgG1-2F8-CPSC-ITL x IgG1-7D8-CPSC-ITL

IgG1-2F8-CPSC-K409R x 1gG1-7D8-CPSC-K409R

IgG4-2F8 x IgG4-7D8

IgG4-2F8-R409K x IgG4-7D8-R409K

IgG4-2F8-R409A x IgG4-7D8-R409A

IgG4-2F8-R409L x IgG4-7D8-R409L

IgG4-2F8-R409M x |gG4-7D8-R409M

IgG4-2F8-R409T x IgG4-7D8-R409T

IgG4-2F8-R409W x 1gG4-7D8-R409W

IgG4-2F8-F405A x IgG4-7D8-F405A

IgG4-2F8-F405L x IgG4-7D8-F405L

IgG4-2F8-Y349D x IgG4-7D8-Y349D

IgG4-2F8-L351K x IgG4-7D8-L351K

IgG4-2F8-E357T x IgG4-7D8-E357T

IgG4-2F8-S364D x IgG4-7D8-S364D

1gG4-2F8-K370Q x 1gG4-7D8-K370Q

IgG4-2F8-K370E x IgG4-7D8-K370E
La generacién de anticuerpos biespecificos se midié mediante la determinacién de la unién biespecifica en un ELISA
sandwich como se describe en el Ejemplo 7. Las Figuras 15A/B/C muestran los resultados de la unién biespecifica
después de la reaccién de intercambio de brazos Fab.

Para medir el efecto de las mutaciones CH3 mencionadas anteriormente sobre la fuerza de la interaccién CH3-CH3,
se fabricaron fragmentos compuestos Unicamente por los dominios CH2-CH3. La falta de una regién bisagra en estos
fragmentos impidi6 la formacién de enlaces disulfuro covalentes entre cadenas pesadas. Los fragmentos se analizaron
mediante espectrometria de masas nativa. Se intercambid el tampén de las muestras a acetato de amonio 100 mM,
pH 7, usando columnas de filtro de centrifugacién de MWCO (corte de peso molecular, por sus siglas en inglés) de
10 kDa. Se cargaron alicuotas (~1 pl) de muestras diluidas en serie (20 uM - 25 nM; equivalente de monémero) en
capilares de borosilicato chapados en oro para su anélisis en un espectrometro de masas LCT (Waters). La sefial del
mondémero, Ms, se definié como el area de los picos de monémero como una fraccién del area de todos los picos en
el espectro (Ms/(Ms+Ds) donde Ds = la sefial del dimero). La concentracion del mondmero en equilibrio, [M]eq, se definid
como Ms.[M]o donde [M]o es la concentracién de proteina global en términos de mondmero. La concentracion de dimero
en el equilibrio, [Dleq, se definié como ([M]o-[M]eq)/2. La Kb, después se extrajo del gradiente de un gréfico de [Dleq
frente a [M]eq?. La Kp de las interacciones CH3-CH3 no covalentes se presenta en la Tabla 2.

Se analizé la correlacién entre la capacidad para participar en el intercambio de brazos Fab y la fuerza de las
interacciones CH3-CH3 no covalentes. Las Figuras 15D/E muestran el porcentaje de unién biespecifica después del
intercambio de brazos Fab representado contra la Kp medida del fragmento CH2-CH3 correspondiente (Figura 15D
para |gG1; Figura 15E para |gG4). Estos datos sugieren que en las condiciones sometidas a ensayo existe un intervalo
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especifico de valores de Kp aparente de la interaccién CH3-CH3 que permite un intercambio de brazos Fab eficiente.

Tabla 2: La Ko de las interacciones CH3-CH3 no covalentes

Construccion de CH2-CH3 Ko (M) factor de diferencia*
G1 3,0x10° 1,0000
G1-T350I 7,0x10° 0,4000
G1-K370T 45x108 0,0700
G1-ITL 1,0x 10® 0,0030
G1-K409R 1,1x 107 0,0300
G4 4,8x108 1,0000
G4-R409K 8,0x10° 6,0000
G4-R409A 1,6 x 107 0,3000
G4-R409L 1,56x 103 3,2000
G4-R409M 3,0x10° 16,0000
G4-R409T 7,2x107 0,0700
G4-R409W 3,4x10°% 0,0014
G4-F405A 1,9x10° 0,0025
G4-F405L 2,5x10° 0,0019
G4-L351K 7,4 %107 0,0600
G4-E357T 4,1x10° 0,0012
G4-8364D 4,7x108 1,0200
G4-K370Q 1,1x 103 4,3000
G4-K370E 2,0x10° 24,0000

* En comparacién con los fragmentos CH2-CH3 correspondientes de IgG1 o 1IgG4 de tipo silvestre

Ejemplo 22: Analisis de diferentes reductancias para determinar su capacidad para inducir la generacion de
anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab in vitro entre IgG1-2F8-F405L e IgG1-7D8-
K409R

Se descubrié que 2-MEA y DTT inducen el intercambio de brazos Fab in vitro entre IgG1-ITL humana e IgG4-CPPC
(Figura 12). Se sometid a ensayo si estas reductancias también pueden inducir el intercambio de brazos Fab in vitro
entre IgG1-2F8-F405L e 1IgG1-7D8-K409R humanas. Se sometieron a ensayo series de concentraciones de 2-MEA,
DTT, GSH y TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina). El intercambio de brazos Fab se realizé como se describe en el Ejemplo
18. Las series de concentraciones sometidas a ensayo de los diferentes agentes reductores fueron las siguientes: 2-
MEA, GSH, DTT o TCEP 0,0, 0,04, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 5,0, 25,0, 50,0 mM.

La Figura 17 confirma que 2-MEA induce un intercambio méximo de brazos Fab a una concentracién de 2-MEA 25 mM,
que persistié a la concentracién mas alta de 2-MEA 50,0 mM. Se descubrié que DTT era muy eficaz en la generacién
de anticuerpos biespecificos alcanzandose un intercambio maximo de brazos Fab a DDT 0,5 mM, que también
persistié en concentraciones superiores de DTT (1,0-50,0 mM). También se descubrié que TCEP era muy eficaz en la
generacién de anticuerpos biespecificos alcanzandose un intercambio maximo de brazos Fab a 0,5 mM. A una
concentracién = 25,0 mM, el intercambio de brazos Fab por TCEP se alter6. Las concentraciones de GSH en el
intervalo de 0,0-5,0 mM no fueron capaces de inducir la generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio
de brazos Fab. Concentraciones superiores de GSH (25,0-50,0 mM) dieron como resultado la formacién de agregados
de anticuerpos (datos no mostrados). Por lo tanto, estas muestras se excluyeron del anélisis. Estos datos muestran
que la generacidn de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab entre dos anticuerpos diferentes
puede ser inducida por diferentes agentes reductores.

Ejemplo 23: Generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-
MEA entre IgG1-2F8-F405L e IgG1-7D8-K409R

Para confirmar la formacién de anticuerpos biespecificos mediante el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre IgG1-2F8-F405L e 1I9G1-7D8-K409R humanas, se determinaron los pesos moleculares de las muestras de las
reacciones de intercambio de brazos Fab con una serie de concentraciones de 2-MEA mediante EM-IEN. La serie de
concentraciones sometida a ensayo fue la siguiente: 2-MEA 0,0, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 7,0, 10,0, 15,0, 25,0 y 40,0 mM. El
intercambio de brazos Fab (en PBS) y el ELISA séndwich se realizaron como se describe en el Ejemplo 11. La EM-
IEN se realiz6 como se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 18A muestra que 2-MEA indujo el intercambio de brazos Fab entre IgG1-2F8-F405L e IgG1-7D8-K409R de
manera dependiente de la dosis, conduciendo eficientemente a la generacién de anticuerpos biespecificos con un
nivel méximo de unién biespecifica a una concentracién de 2-MEA 15,0 mM. Los datos de EM-IEN cuantificados se
presentan en la Figura 18 B y muestran que el intercambio de brazos Fab entre IgG1-2F8-F405L e 1IgG1-7D8-K409R
dio como resultado casi un 100 % de anticuerpos biespecificos, confirmando los resultados del ELISA de unién
biespecifica.

Ejemplo 24: Pureza del anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-
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MEA entre IgG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R humanas

Un lote de anticuerpo biespecifico, generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-
2F8-F405L x 19G1-7D8-K409R humanas, se purificé usando una columna de desalacion PD-10 (N.° de cat. 17-0851-
01; GE Healthcare). A continuacién, la pureza del producto biespecifico se analizé mediante espectrometria de masas
como se describe en el Ejemplo 12.

La Figura 19 muestra los perfiles de espectrometria de masas de los materiales de partida IgG1-2F8-F405L e IgG1-
7D8-K409R vy el producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab entre 1IgG1-2F8-F405L x 1gG1-
7D8-K409R. El producto en la muestra con brazos Fab intercambiados es de 146.160,7 kDa, que coincide con el
producto biespecifico derivado de IgG1-2F8-F405L (146.606,8/2 = 73.303,3) 1gG1-7D8-K409R (146.312,2/2 =
73.156,1= 146.459,4). Por otra parte, el producto del anticuerpo biespecifico mostré un pico homogéneo, lo que indica
que no se produjo ningln emparejamiento erréneo en la cadena ligera, lo que habria dado como resultado picos
subdivididos. Estos datos muestran que el intercambio de brazos Fab dio como resultado aproximadamente un 100 %
de anticuerpo biespecifico.

Ejemplo 25: Analisis in vivo de la estabilidad y farmacocinética de anticuerpos biespecificos generados a
partir de IgG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA

El anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-
F405L x 1gG1-7D8-K409R se inyectd en ratones SCID para analizar su estabilidad (intercambio de brazos Fab in vivo)
y propiedades farmacocinéticas como se describe en el Ejemplo 14. Se analizaron dos grupos de ratones (3 ratones
por grupo): (1) 100 pg de anticuerpo biespecifico; (2) 100 ug de anticuerpo biespecifico + 1.000 ug de 1gG4 irrelevante
(1gG4-637, descrita en el documento WO2007068255). Las concentraciones de 1gG total en las muestras de plasma
se sometieron a ensayo mediante ELISA como se describe en el Ejemplo 14, con la excepcién de que en este ejemplo,
se usé anti-lgG humana de cabra conjugado con HRP (Jackson, N.° de cat. 109-035-098, 1/10.000) como conjugado
para la deteccidn. La presencia de anticuerpos biespecificos en las muestras de plasma se analizé y cuantificd
mediante la reactividad biespecifica de CD20 y EGFR en un ELISA sandwich como se describe en el Ejemplo 14.

La Figura 20A muestra las concentraciones plasmaticas totales de anticuerpos a lo largo del tiempo. La forma de las
curvas de claramiento plasmatico fue idéntica en ambos grupos. La Figura 20B muestra las concentraciones
plasméaticas del anticuerpo biespecifico a lo largo del tiempo. La adicién de un exceso de 10 veces de IgG4 irrelevante
al anticuerpo biespecifico no afectd a las concentraciones de anticuerpos biespecificos, lo que indica que no se produjo
ningln intercambio de brazos Fab in vivo. Estos datos indican que el producto de anticuerpo biespecifico, generado
mediante intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R, era
estable in vivo (sin intercambio de brazos Fab).

Ejemplo 26: Destruccion celular mediada por CDC mediante anticuerpo biespecifico generado mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R humanas

El anticuerpo contra CD20 IgG1-7D8 puede destruir eficazmente células que expresan CD20 mediante citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC). Por el contrario, el anticuerpo contra EGFR 1gG1-2F8 no media la CDC en las
células diana que expresan EGFR. Se evalu6 si el mutante 1IgG1-7D8-K409R y el anticuerpo biespecifico generado
mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R auln eran capaces
de inducir CDC en células que expresaban CD20. Se preincubaron 10° de células Daudi o Raji durante 15 minutos
con una serie de concentraciones de anticuerpo en 80 pl de medio RPMI suplementado con BSA al 0,1 % en un
agitador a temperatura ambiente. Se afiadieron 20 pl de suero humano normal (NHS, por sus siglas en inglés) como
fuente de complemento (concentracién final de NHS del 20 %) y se incubaron durante 45 minutos a 37 °C. Se
afiadieron 30 ul de medio RPMI enfriado con hielo suplementado con BSA al 0,1 % para detener la reaccién de CDC.
Las células muertas y viables se discriminaron afiadiendo 10 ul de yoduro de propidio (Pl) a 10 ug/ml (concentracion
final de 1 pg/ml) y analisis por FACS.

La Figura 21 muestra que la destrucciéon celular mediada por CDC de células Daudi (Figura 21A) y Raiji (Figura 21B)
que expresaban CD20 por 1gG1-7D8 no se vio influenciada por la introduccién de la mutacién K409R. Tanto las células
Daudi como las Raji no expresan EGFR, dando como resultado la unién monovalente del anticuerpo biespecifico
generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre |gG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R. No
obstante, el anticuerpo biespecifico todavia indujo la destruccién celular mediada por CDC de las células que
expresaban CD20. Estos datos indican que la capacidad de CDC de un anticuerpo progenitor se conservé en el
formato biespecifico.

Ejemplo 27: Destruccién celular mediada por ADCC mediante el anticuerpo biespecifico generado mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 19G1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R humanas

El anticuerpo EGFR IgG1-2F8 puede destruir células que expresan EGFR, tales como A431, mediante citotoxicidad

celular dependiente de anticuerpos (ADCC). Las células A431 no expresan CD20 y, por lo tanto, el anticuerpo contra
CD20 1gG1-7D8 no induce ADCC en estas células. Se sometid a ensayo si el mutante |gG1-2F8-F405L y el anticuerpo
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biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-
K409R aln eran capaces de inducir ADCC en células A431. Para el aislamiento de células efectoras, se aislaron
células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés) de sangre completa de un donante sano
usando tubos Leucosep® (Greiner Bio-one, N.° de cat. 227290) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.
Las células diana se marcaron afiadiendo 100 uCi de 3'Cr a 5x10° células A431 en 1 ml de medio RPMI suplementado
con BSA al 0,1 % e incubando durante 60 minutos en un bafio de agua con agitacién a 37 °C. Las células marcadas
se lavaron y se resuspendieron en RPMI suplementado con BSA al 0,1 %. Se preincubaron 5x10* células diana
marcadas en RPMI suplementado con BSA al 0,1 % en 100 pl durante 15 min con la serie de concentraciones de
anticuerpos (intervalo de concentracién final de 0-10 pg/ml en el ensayo de ADCC en diluciones con factor de dilucién
3) a temperatura ambiente. El ensayo de ADCC se inicié afiadiendo 50 ul de células efectoras (5x10° células) en una
relacion E:T de 100:1. Después de 4 horas a 37 °C, se midi6 la liberacion de >'Cr de experimentos por triplicado en
un contador de centelleo como recuentos por minuto (rpm). El porcentaje de toxicidad celular se calculd usando la
siguiente férmula: porcentaje de lisis especifica = (rpm experimental - rpm basal)/(rpm maximo - rpm basal) X 100. La
liberacion de ®'Cr maxima se determiné afiadiendo 50 pl de Triton X-100 al 5 % a 50 ul de células diana (5x10% células),
y la liberacién basal se midié en ausencia de anticuerpos sensibilizantes y células efectoras.

La Figura 22 muestra que el anticuerpo especifico de CD20 IgG1-7D8 no indujo ADCC en las células A431 negativas
para CD20. Tanto IgG1-2F8 como el mutante IgG1-2F8-F405L fueron capaces de inducir ADCC en células A431, lo
que indica que la introduccion de la mutacion F405L en IgG1-2F8 no afectd a su funcién efectora de ADCC. Ademas,
el anticuerpo biespecifico derivado de IgG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R indujo ADCC en células A431 de manera
dependiente de la dosis, lo que indica que la funcién efectora de ADCC se conservé en el formato biespecifico.

Ejemplo 28: Determinantes en la posicién 405 de IgG1 para la participacion en el intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R

En el Ejemplo 16 se describe que la mutacién F405L es suficiente para permitir que la IgG1 humana participe en el
intercambio de brazos Fab cuando se combina con IgG4-7D8. Para someter a ensayo adicionalmente los
determinantes en la posicién IgG1 405 para la participacién en el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA en
combinacién con IgG1-K409R humana, todos los posibles mutantes IgG1-2F8-F405X (con excepcién de C y P) se
combinaron con IgG1-7D8-K409R. El procedimiento se realizd con anticuerpos purificados como se describe en el
Ejemplo 19.

La Figura 23 muestra los resultados de la unién biespecifica tras el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre 1IgG1-2F8-F405X x 1gG1-7D8-K409R. Estos datos también se puntuaron como (-) intercambio de brazos Fab
nulo, intercambio de brazos Fab (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto, como se presenta en la Tabla 3. No se encontrd
ningun intercambio de brazos Fab (-) cuando la posicién 405 en IgG1-2F8 era F (= 1gG1 de tipo silvestre). Se descubrid
que el intercambio de brazos Fab era bajo (+/-) cuando la posicién 405 en IgG1-2F8 era G o R. Se descubrié que el
intercambio de brazos Fab era alto (++) cuando la posicién 405 en IgG1-2F8 era A, D, E, H, I, K, L, M, N, Q, S, T, V,
W o Y. Estos datos indican que mutaciones particulares en la posicién 405 de IgG1 permiten que IgG1 participe en el
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA cuando se combinan con 1gG1-K409R.

Tabla 3: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgGI-2F8-F405X e IgGI-7D8-K409R.

La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
mutantes 19GI-2F8-F405X e IgGl-7D8-K409R se determind mediante un ELISA sandwich. Intercambio de brazos Fab
(-) nulo, (+/-) bajo, (+) intermedio, (++) alto.

IgG1-2F8-F405X | Intercambio de brazos Fab x 1gG1-7D8-K409R
A ++
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Ejemplo 29: Determinantes en la posicién 407 de IgG1 para la participacidén en el intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R

En el Ejemplo 28, se describe que determinadas mutaciones individuales en la posicién F405 son suficientes para
permitir que la IgG1 humana participe en el intercambio de brazos Fab cuando se combinan con IgG1-K409R. Para
someter a ensayo si otros determinantes implicados en las posiciones de la interfaz Fc:Fc en el dominio CH3 también
podrian mediar el mecanismo de intercambio de brazos Fab, se realizé mutagénesis de la posicion 407 de IgG1 y se
evalué la participacidn de los mutantes en el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA en combinacién con 1gG1-
K409R humana. Todos los posibles mutantes IgG1-2F8-Y407X (con excepcion de C y P) se combinaron con 1gG1-
7D8-K409R. El procedimiento se realizd con anticuerpos purificados como se describe en el Ejemplo 19.

La Figura 24 muestra los resultados de la unién biespecifica tras el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre 1I9G1-2F8-Y407X x 1gG1-7D8-K409R. Estos datos también se puntuaron como (-) intercambio de brazos Fab
nulo, intercambio de brazos Fab (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto, como se presenta en la Tabla 4. No se encontrd
ningln intercambio de brazos Fab (-) cuando la posicién 407 en IgG1-2F8 era Y (= IgG1 de tipo silvestre), E, K, Qo R.
Se descubrié que el intercambio de brazos Fab era bajo (+/-) cuando la posiciéon 407 en IgG1-2F8 era D, F, |, SoTe
intermedio (+) cuando la posicién 407 en IgG1-2F8 era A, H, N o V, y alto (++) cuando la posicién 407 en IgG1-2F8
era G, L, M o W. Estos datos indican que mutaciones individuales particulares en la posicién 407 de IgG1 permiten
que IgG1 participe en el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA cuando se combinan con IgG1-K409R.

Tabla 4: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgGI-2F8-Y407X e IgGI-7D8-K409R
La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre

mutantes 19gGI-2F8-Y407X e IgGI-7D8-K409R se determiné mediante un ELISA sandwich. Intercambio de brazos Fab
(-) nulo, (+/-) bajo, (+) intermedio, (++) alto.

IgG1-2F8-Y407X | Intercambio de brazos Fab x 1IgG1-7D8-K409R
A +

Ejemplo 30: Cuantificacién de la interaccion CH3-CH3 no covalente en heterodimeros de IgG1

Se describe en el Ejemplo 21 que existe un intervalo especifico en la fuerza de la interacciéon de los homodimeros
CH3-CHS3 que permite un intercambio de brazos Fab eficiente. La fuerza de las interacciones en la interfaz CH3 debe
ser de manera que sea posible que ambas cadenas pesadas de los anticuerpos progenitores (homodimeros) se
disocien en la reaccién de intercambio de brazos Fab y que posteriormente se asocien en la reaccién de
heterodimerizacién. Para generar un heterodimero estable, la fuerza de la interaccién heterodimérica debe ser mayor
que la fuerza de la interaccibn homodimérica, de manera que favorezca la heterodimerizacién sobre la
homodimerizacién. Para confirmar esto, se midi6 la fuerza de la interaccién CH3-CH3 en los heterodimeros y se
comparé con la fuerza en los homodimeros. La Kp de los fragmentos CH2-CH3 derivados de los homodimeros 1gG1-
K409R, IgG1-F405L e IgG1-ITL se midieron como se describe en el Ejemplo 21. Para la determinacién de la Kp en
heterodimeros, los fragmentos del dominio CH2-CH3 (G1-F405L y G1-ITL) se mezclaron con el fragmento de
IgG1Abisagra de 1IgG1-7D8-K409R, que contienen todos los dominios de anticuerpos excepto la bisagra. La falta de
regiones bisagra en ambos fragmentos impidié los enlaces disulfuro covalentes entre cadenas pesadas. Los
fragmentos se mezclaron y analizaron después de 24 horas mediante espectrometria de masas nativa como se
describe en el Ejemplo 21. Los valores de Kp de las interacciones CH3-CH3 no covalentes en los fragmentos CH2-
CH3 indicados o mezclas de fragmentos CH2-CH3 con IgG1Abisagra se presentan en la Tabla 5. Estos datos sugieren
que, en las condiciones sometidas a ensayo, la fuerza de la interaccién heterodimérica es mayor (Kp inferior) que las

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 989 108 T3

interacciones homodiméricas correspondientes.

Tabla 5
Construccién de CH2-CH3/(lgG1Abisagra) Interaccién Kb (M)
G1-F405L/G1-K409R Heterodimero 1,2 x 108
G1-ITL/G1-K409R Heterodimero 1,7 x 108
G1-K409R Homodimero 1,1 x 107
G1-F405L Homodimero 8,5x 107
G1-ITL Homodimero 1,2 x 10°%

Ejemplo 31: Analisis bioquimico de un anticuerpo biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA

Un lote de anticuerpo biespecifico, generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-
2F8-F405L humana x 1gG1-7D8-K409R, se purificé en una columna de desalacién PD-10 (N.° de cat. 17-0851-01; GE
Healthcare). A continuacién, la pureza del producto biespecifico se analizé mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), cromatografia de exclusién por tamafio de alto rendimiento
(HP-SEC), espectrometria de masas, HPLC y cromatografia de intercambio catiénico (HPLC-CIEX), isoelectroenfoque
capilar (clEF).

La SDS-PAGE se realizd en condiciones no reductoras (Figura 25A) y reductoras (Figura 25B) como se describe en
el Ejemplo 15. La Figura 25A muestra que la muestra de anticuerpos después del intercambio de brazos Fab inducido
por 2-MEA consiste en IgG intacta, con una traza de medias moléculas (H1L1) detectables en el gel no reducido.

La HP-SEC se realizé como se describe en el Ejemplo 15. La Figura 26(B) y la Figura 26(A) muestran los perfiles de
HP-SEC de los materiales de partida IgG1-2F8-F405L e 1IgG1-7D8-K409R, respectivamente. La mezcla (1:1) de ambos
anticuerpos y el producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-
2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R se muestran en la Figura 26C y la Figura 26D, respectivamente. Ademas, la Figura
26D muestra que >99 % de la muestra consiste en IgG intacta practicamente sin agregados formados.

La espectrometria de masas (EM-IEN) se realizé como se describe en el Ejemplo 12. La Figura 27(B) y la Figura 27(A)
muestran los perfiles de espectrometria de masas de los materiales de partida |gG1-2F8-F405L e 19G1-7D8-K409R,
respectivamente. La mezcla (1:1) de ambos anticuerpos y el producto biespecifico generado mediante intercambio de
brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R se muestran en la Figura 27C y la Figura
27D, respectivamente. El producto en la muestra con brazos Fab intercambiados inducido por 2-MEA es de
146.159,7 kDa, lo que coincide perfectamente con el producto biespecifico derivado de IgG1-2F8-F405L (146.289,0/2
= 73.145) x |gG1-7D8-K409R (146.028,0/2 = 73.014). Por otra parte, el producto del anticuerpo biespecifico mostré
un pico homogéneo, lo que indica que no se produjo ninglin emparejamiento erréneo en la cadena ligera, lo que habria
dado como resultado picos subdivididos. Estos datos muestran que el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
dio como resultado 1gG biespecifica. Los pequefios picos indicados con (*) fueron el resultado de una desglicosilacién
incompleta antes del analisis. Estos datos muestran que se gener6 una muestra de anticuerpo biespecifico mediante
el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x 19G1-7D8-K409R.

El isoelectroenfoque capilar (clEF) se realizé usando un analizador iCE280 (Convergent Biosciences). La Figura 28A
y la Figura 28B muestran los perfiles de clEF de los materiales de partida IgG1-2F8-F405L e IgG1-7D8-K409R,
respectivamente. La mezcla (1:1) de ambos anticuerpos y el producto biespecifico generado mediante intercambio de
brazos Fab entre IgG1-2F8-F405L x 19G1-7D8-K409R se muestran en la Figura 28C y la Figura 28D, respectivamente.
Todas las muestras se desalaron antes de su uso. Las concentraciones finales en la mezcla de ensayo fueron IgG
0,3 mg/ml (metilcelulosa al 0,35 %; anfolitos portadores 3-10 al 2 %; anfolitos portadores 8-10,5 al 6 %; marcador de
pl 7,65 al 0,5 % y marcador pl al 0,5 % 10,10). El enfoque se realizé durante 7 min a 3000 V y la imagen de absorcién
de todo el capilar se capturé mediante una camara de dispositivo acoplado a carga. Después de la calibracién de los
perfiles de pico, los datos se analizaron mediante el software EZChrom. Los marcadores de pl se indican con (*). Estos
datos muestran que se gener6 una muestra de anticuerpo biespecifico mediante el intercambio de brazos Fab inducido
por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R.

Otra técnica para estudiar las isoformas cargadas de los anticuerpos monoclonales es la cromatografia de liquidos de
alta presién e intercambio catiénico (HPLC-CIEX). La Figura 29A y la Figura 29B muestran los perfiles de HPLC-CIEX
de los materiales de partida IgG1-2F8-F405L e IgG1-7D8-K409R, respectivamente. La mezcla (1:1) de ambos
anticuerpos y el producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 19G1-
2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R se muestran en la Figura 29C y la Figura 29D, respectivamente. Las muestras se
diluyeron a 1 mg/ml en la fase mévil A (NaPO4 10 mM, pH 7,0) para su inyeccién en la HPLC. Las moléculas de 1gG
con carga diferente se separaron usando un ProPac® WCX-10, 4 mm x 250 mm, columna analitica con un caudal de
1 ml/min. La elucién se realiz6é con un gradiente de Fase mévil A a Fase mévil B (NaPO4 10 mM, pH 7,0, NaCl 0,25 M)
y la deteccion se produjo a 280 nm. Estos datos muestran que se generé una muestra de anticuerpo biespecifico
mediante el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R. También
demuestra que el intercambio catiénico es una herramienta potente para separar los homodimeros residuales del
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heterodimero. Otra aplicacién de la cromatografia de intercambio catiénico es, por lo tanto, el refinamiento de un
heterodimero biespecifico, es decir, para purificar cualesquier homodimeros residuales después del intercambio.

Ejemplo 32: Expresiéon recombinante de heterodimeros mediante coexpresién simultinea de ambos
homodimeros

Para ilustrar que la formacién de heterodimeros también se produce cuando los dos homodimeros se coexpresan de
forma recombinante, las células HEK-293F se cotransfectaron con los cuatro vectores de expresién (véase el Ejemplo
1) que codifican la cadena pesada y ligera de 1gG1-7D8-K409R e 1gG1-2F8-F405 en una relaciéon de 1:1:1:1. Los
anticuerpos se produjeron transitoriamente en condiciones sin suero como se describe en el Ejemplo 4. A continuacién,
la IgG se purific6 mediante cromatografia de proteina A como se describe en el Ejemplo 5. La IgG purificada se
desglicosilé y posteriormente se analizé6 mediante espectrometria de masas de ionizacién por electronebulizacién
como se describe en el Ejemplo 12.

La masa tedrica de la cadena pesada y ligera de IgG1-7D8-K409R e 1gG1-2F8-F405 se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6: Masa tedrica de la cadena pesada y ligera de IgG1-7D8-K409R e IgG1-2F8-F405
Homodimero Cadena L (Da) | Cadena H (Da)
IgG1-2F8-F405 23252,8 49894,6

IgG1-7D8-K409R | 23438,1 49579,0

Sobre la base de estas masas, tedricamente se podrian detectar las siguientes moléculas de IgG (Tabla 7). Las masas
medidas (Figura 30) se indican en la columna final.

Tabla 7: Deteccién tedrica de la cadena pesada y ligera de IlgG1-7D8-K409R e 1I9G1-2F8-F40

lgG1-2F8-F405 lgG1-7D8-K409R Masa teérica (Da) | Masa medida (Da)
Cadena H | Cadena L | Cadena H | Cadena L

2 2 146287 146284
2 2 146026 146026
2 2 146657 146664
2 2 145656 145660
2 1 1 146472 146477
1 2 1 145841 145846
1 1 1 1 146157 146159
1 2 1 145971 145972
1 1 2 146342 146345

Los dos picos méas abundantes de 146345 y 146159 Da representaron heterodimeros con una sola cadena ligera (de
IlgG1-7D8-K409R) o ambas cadenas ligeras incorporadas, respectivamente. Se detectaron homodimeros de ambas
cadenas pesadas de IgG1-7D8-K409R o 1gG1-2F8-F405, pero sblo en cantidades menoritarias. Estos datos muestran
que la heterodimerizaciéon también se produce cuando se coexpresan los dos homodimeros.

Ejemplo 33: Control de la cinética del intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA y cuantificacién de
homodimeros residuales después del intercambio mediante el uso de HPLC-CIEX

La generacion de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA se describe en
el Ejemplo 11. En este ejemplo, la reaccidén de intercambio se controlé mediante la realizacién de cromatografia de
liquidos de alta presion e intercambio catiénico (HPLC-CIEX; como se describe en el Ejemplo 31) en diversos puntos
temporales durante la reaccién de intercambio.

Los homodimeros IgG1-2F8-F405L e IgG1-7D8-K409R se mezclaron en unarelacién molar de 1:1 a una concentracion
de 1 mg/ml cada uno. Después de la adicién de 2-MEA 25 mM, la muestra se colocé en el muestreador automético de
la HPLC, precalentado a 25 °C. La Figura 31A a 31H muestra ocho inyecciones consecutivas en diferentes intervalos
de tiempo obtenidos mediante HPLC-CIEX que varian de t = 0 min a t = 450 min, respectivamente, después de la
adicién de 2-MEA. Los datos muestran que se formé IgG biespecifica con bastante rapidez y la mayor parte del
homodimero se intercambié después de 135 min. Los picos heterogéneos del heterodimero que aparecieron después
de 45 min se resolvieron en picos mas homogéneos después de aproximadamente 180 min, lo que sugiere que el
intercambio se produce en diferentes fases. Ademas, la Figura 32A muestra que se detecté aproximadamente el 3 %
de homodimeros residuales con el método de CIEX (indicado por flechas). Como se muestra, este método es
adecuado para cuantificar el contenido restante de homodimeros (la elucién de los homodimeros se muestra en la
Figura 32B) cuando la reaccidn de intercambio estaba casi completa).

Ejemplo 34: Generacién de anticuerpos biespecificos mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-
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MEA a concentraciones altas de anticuerpos a diversas concentraciones de 2-MEA, temperaturas y tiempos
de incubacion

El intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA se realiz6 a altas concentraciones de |gG. Se estudié la influencia
de la concentracién de 2-MEA, la temperatura de incubacién y el tiempo en |la cantidad de intercambio.

El proceso de intercambio se realizé6 usando la combinacién de 1gG1-7D8-K409R x 1gG1-2F8-F405L. Ambos
materiales se purificaron con cromatografia de afinidad usando proteina A. Después de la concentracién del material
a >20 mg/ml, se realizd una etapa de intercambio de aniones sucesivo (en modo de flujo continuo) usando HiPrep Q
FF 16/10 (GE Health Care, N.° 28-9365-43). Se intercambid el tampé6n del material purificado final a PBS.

Se estudid el intercambio biespecifico a concentraciones finales de IgG de 20 mg/ml (cada homodimero a una
concentracién final de 10 mg/ml) y 10 mg/ml (cada homodimero a una concentracién final de 5 mg/ml) en PBS. Se
prepararon mezclas separadas para ambas concentraciones de 1gG, incluyendo 2-MEA a concentraciones finales de
10, 25, 50 y 100 mM. Las mezclas se dividieron en alicuotas de 100 pl en tubos Eppendorf y se almacenaron a 15, 25
y 37 °C. Se usaron tubos separados para diferentes tiempos de incubacién de 90 min, 5 horas y 24 horas a cada
temperatura.

La mezcla también se preparé sin 2-MEA para ambas concentraciones de IgG y se almacené a 4 °C como control sin
tratar. Después de los tiempos de incubacién adecuados, las muestras de 90 min y 5 horas se recogieron para desalar
y eliminar el 2-MEA (las muestras de 90 minutos se colocaron inicialmente en hielo para detener la reaccién de
intercambio). Las muestras se desalaron usando una placa desalinizadora Zeba de 96 pocillos (7k, N.° de cat. 89808,
Thermo Fisher Scientific). Las muestras de 24 horas se desalaron por separado después de 24 horas de incubacién.

Se usaron diluciones en serie de las muestras de anticuerpos (concentracion total de anticuerpos 10 - 0,123 pg/ml en
diluciones con factor de dilucién 3 para las muestras de 90 min y 5 horas; 10 - 0,041 pg/ml en diluciones con factor de
dilucidén 3 para las muestras de 24 horas) en un ELISA sandwich para medir la unién biespecifica como se describe
en el Ejemplo 7. Para cada placa, se incluyé un control de un lote purificado de anticuerpo biespecifico derivado de un
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-ITL e 1gG4-7D8-CPPC (como se describe en el
Ejemplo 15). La Figura 34(A)-(F) muestra los resultados de la unién biespecifica medida en las placas de ELISA
individuales. Los valores superiores de DO405 (determinados para las concentraciones de 10 ug/ml en el ELISA) se
usaron para calcular la unidén biespecifica en comparacidén con el control, que se fijé arbitrariamente en el 100 %. Esto
dio como resultado el porcentaje de intercambio de brazos Fab controlado (% de cFAE, por sus siglas en inglés) en
comparacién con el control como se muestra en la Figura 34 (A)-(D) para cada concentracién de 2-MEA.

Los datos muestran que el nivel méximo de unién biespecifica (89-109 % con respecto al control) se alcanzé a una
concentracién de 2-MEA 100 mM para ambas concentraciones de IgG en todas las condiciones de temperatura-
tiempo. A 2-MEA 50 mM, la unién maxima (88-107 %) se alcanz6 a 25 °C y 37 °C y también a 15 °C después de 24
horas de incubacién. Para las concentraciones inferiores de 2-MEA 25 mM y 10 mM, el intercambio fue més eficiente
a temperaturas superiores y aumenté con un tiempo de incubacién prolongado, conduciendo a un intercambio méaximo
a 37 °C tras 24 horas de incubacion a 2-MEA 25 mM. Ninguna de las condiciones sometidas a ensayo a 2-MEA 10 mM
generd un producto 100 % biespecifico. El proceso de intercambio fue ligeramente més rapido A concentraciones de
IgG de 10 mg/ml en comparacién con 1gG total 20 mg/ml.

Para confirmar que se formaron anticuerpos biespecificos y estudiar los productos biespecificos con mas detalle, las
muestras se analizaron con analisis por intercambio catiénico (HPLC-CIEX). El analisis por HPLC-CIEX se realizd
como se describe en el Ejemplo 31 para las muestras con concentraciones de 1gG de 20 mg/ml después de 5 horas y
24 horas de incubacién y todas las concentraciones de 2-MEA.

Los cromatogramas de CIEX en la Figura 35(A)-(D) muestran que el mayor rendimiento de producto biespecifico se
obtuvo a 2-MEA 50 y 100 mM, lo que confirma los resultados del ELISA biespecifico. Sin embargo, todavia se
detectaron cantidades minoritarios de homodimero residual a 2-MEA 50 y 100 mM (2 - 3,5 % de cada homodimero
para muestras incubadas a 25 °C y 37 °C). El intercambio a temperatura superior, tiempo de incubacién mas largo (24
horas) y concentracién de 2-MEA creciente da como resultado la aparicién de picos adicionales a 22-24 min en el perfil
de CIEX.

Se obtuvieron cantidades minimas de picos adicionales cuando el intercambio concluy6 en 5 horas. Para identificar la
naturaleza de estos picos, se realizé un analisis por SDS-PAGE y un anélisis por HP-SEC. El HP-SEC mostré que la
cantidad de agregados fue inferior al 1 % para todas las condiciones, lo que sugiere que los picos adicionales no
representan agregados. Sin embargo, la SDS-PAGE no reducida indicé que los picos adicionales pueden representar
un heterodimero que carece de una o dos cadenas ligeras. También se detectaron cantidades minoritarias de
semimoléculas.

El experimento muestra que la reaccién de intercambio tiene lugar a concentraciones de homodimero altas, lo que

hace que el proceso sea atractivo para la escala comercial, y que el rendimiento del anticuerpo biespecifico dependa
de la concentracién de 2-MEA, la temperatura y el tiempo de incubacion.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 989 108 T3

Ejemplo 35: Determinantes en la posicion 368 de IgG1 para la participacion en el intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R

Los Ejemplos 28 y 29 muestran que determinadas mutaciones individuales en la posicién F405 e Y407 son suficientes
para permitir que la IgG1 humana participe en el intercambio de brazos Fab cuando se combina con 1gG1-K409R.
Como se ilustra en este ejemplo, determinantes adicionales implicados en las posiciones de la interfaz Fc:Fc en el
dominio CH3 también pueden mediar el mecanismo de intercambio de brazos Fab. Para este efecto, se realizé
mutagénesis de la posiciéon 368 de IgG1 y se evalué la participacion de los mutantes en el intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R humana. Todos los posibles mutantes IgG1-2F8-L368X (con
excepcién de C y P) se combinaron con IgG1-7D8-K409R. El procedimiento se realiz6 con anticuerpos purificados
como se describe en el Ejemplo 19.

La Figura 36 muestra los resultados de la unién biespecifica tras el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre 1IgG1-2F8-L368X x 1gG1-7D8-K409R. Estos datos también se puntuaron como (-) intercambio de brazos Fab
nulo, intercambio de brazos Fab (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto, como se presenta en la Tabla 8. No se encontrd
ningln intercambio de brazos Fab (-) cuando la posicién 368 en IgG1-2F8 era L (= 19G1 de tipo silvestre), F o M. Se
descubridé que el intercambio de brazos Fab era bajo (+/-) cuando la posicién 368 en IgG1-2F8 era Y. Se descubrié
que el intercambio de brazos Fab era intermedio (+) cuando la posicién 368 en IgG1-2F8 era K y alto (++) cuando la
posicién 368 en IgG1-2F8 era A, D, E, G, H, I, N, Q, R, S, T, V o W. Estos datos indican que mutaciones particulares
en la posicién 368 de IgG1 permiten que IgG1 participe en el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA cuando
se combinan con IgG1K409R.

Tabla 8: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgGl-2F8-L368X e IgGl-7D8-K409R

La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
mutantes 19gGI-2F8-L368X e IgGI-7D8-K409R se determind mediante un ELISA sandwich. Intercambio de brazos Fab
(-) nulo, (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto.

Intercambio de brazos Fab Intercambio de brazos Fab
IgG1-2F8-L368X x 1gG1-7D8-K409R

Ejemplo 36: Determinantes en la posicién 370 de IgG1 para la participacion en el intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R

Los Ejemplos 28, 29 y 35 muestran que determinadas mutaciones individuales en las posiciones F405, Y407 o L368
son suficientes para permitir que la IgG1 humana participe en el intercambio de brazos Fab cuando se combinan con
IlgG1-K409R. Como se ilustra en este ejemplo, determinantes adicionales implicados en las posiciones de la interfaz
Fc:Fc en el dominio CH3 también pueden mediar el mecanismo de intercambio de brazos Fab. Para este efecto, se
realiz6 mutagénesis de la posicién 370 de IgG1 y se evalué la participacién de los mutantes en el intercambio de
brazos Fab inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R humana. Todos los posibles mutantes IgG1-2F 8-
K370X (con excepcion de C y P) se combinaron con |gG1-7D8-K409R. El procedimiento se realizé con anticuerpos
purificados como se describe en el Ejemplo 19.

La Figura 37 muestra los resultados de la unién biespecifica tras el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre 1IgG1-2F8-K370X x 1gG1-7D8-K409R. Estos datos también se puntuaron como (-) intercambio de brazos Fab
nulo, intercambio de brazos Fab (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto, como se presenta en la Tabla 9. No se encontrd
ningln intercambio de brazos Fab (-) cuando la posicién 370 en IgG1-2F8 era K (= IgG1 de tipo silvestre), A, D, E, F,
G H ILLMN,QR,S T, VoY. Sélo la sustitucion de K370 con W dio como resultado un intercambio intermedio de
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brazos Fab (+). Estos datos indican que sé6lo una mutacién en la posicién 370 de IgG1 (K370W) permite que 1gG1
participe en el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA cuando se combina con IgG1-K409R.

Tabla 9: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes IgGl-2F8-K370X e IgGl-7D8-K409R

La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
mutantes 19gGI-2F8-K370X e IgGI-7D8-K409R se determiné mediante un ELISA sandwich. Intercambio de brazos Fab
(-) nulo, (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto.

Intercambio de brazos Fab
IgG1-2F8-K370X x 1gG1-7D8-K409R
A _

Ejemplo 37: Determinantes en la posicién 399 de IgG1 para la participacidon en el intercambio de brazos Fab
inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R

Los Ejemplos 28, 29, 35y 36 muestran que determinadas mutaciones individuales en las posiciones F405, Y407, L368
o K370 son suficientes para permitir que la 1I9gG1 humana participe en el intercambio de brazos Fab cuando se
combinan con IgG1-K409R. Como se ilustra en este ejemplo, determinantes adicionales implicados en las posiciones
de la interfaz Fc:Fc en el dominio CH3 también pueden mediar el mecanismo de intercambio de brazos Fab. Para este
efecto, se realizé6 mutagénesis de la posicién 399 de IgG1 y se evalud la participacion de los mutantes en el intercambio
de brazos Fab inducido por 2-MEA en combinacién con IgG1-K409R humana. Todos los posibles mutantes 1gG1-2F8-
D399X (con excepcién de C y P) se combinaron con |gG1-7D8-K409R. El procedimiento se realizé con anticuerpos
purificados como se describe en el Ejemplo 19.

La Figura 38 muestra los resultados de la unién biespecifica tras el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA
entre 1gG1-2F8-D399X x IgG1-7D8-K409R. Estos datos también se puntuaron como intercambio de brazos Fab (-)
nulo, (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto, como se presenta en la Tabla 10. No se encontrd ningln intercambio de
brazos Fab (-) cuando la posicién 399 en IgG1-2F8 era D (= IgG1 de tipo silvestre), E y Q. Se descubrié que el
intercambio de brazos Fab era bajo (+/-) cuando la posicién 399 en IgG1-2F8 era V, intermedio (+) cuando la posicién
399 en IgG1-2F8 era G, I, L, M, N, S, T o W. Se descubri6é que el intercambio de brazos Fab era alto (++) cuando la
posicién 399 en 1IgG1-2F8 era A, F, H, K, R 0 Y. Estos datos indican que mutaciones particulares en la posicién 399
de IgG1 permiten que 1gG1 participe en el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA cuando se combinan con
IgG1K409R.

Tabla 10: Intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre mutantes 1gG1-2F8-D399X e IgG1-7D8-K409R
La generacién de anticuerpos biespecificos después del intercambio de brazos Fab in vitro inducido por 2-MEA entre
mutantes 19gGI-2F8-D399X e IgGl-7D8-K409R se determiné mediante un ELISA sandwich. Intercambio de brazos Fab
(-) nulo, (+/-) bajo, (+) intermedio o (++) alto.

IgG1-2F8-D399X | Intercambio de brazos Fab x IgG1-7D8-K409R
A ++
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(continuacién)
IgG1-2F8-D399X | Intercambio de brazos Fab x IgG1-7D8-K409R
| +

Ejemplo 38: Determinacién del intervalo de condiciones en el que el intercambio de brazos Fab inducido por
2-MEA ocurre de manera subdptima para discriminar entre mutantes de IgG1 altamente eficientes

El proceso de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA se produce eficientemente a 37 °C cuando se usa 2-
MEA 25 mM. En estas condiciones, la mayoria de los mutantes de IgG1 permisivos (IgG1 con determinadas
mutaciones individuales en las posiciones 368, 370, 399, 405 y 407 y/o 409 como se describe en los Ejemplos 19, 28,
29 y 35-37) muestran niveles altos de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA (80 % - 100 %). Para identificar
las condiciones experimentales que permitan la discriminacién entre los mutantes de IgG1 con la mayor eficiencia, se
estudié el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA para cuatro combinaciones de mutantes diferentes (I9G1-
2F8-F405S x IgG1-7D8-K409A, IgG1-2F8-D399R x IgG1-7D8-K409G, 1gG1-2F8-L368R x IgG1-7D8-K409H e 1gG1-
2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R) a lo largo del tiempo a 15 °C y 20 °C, respectivamente. Aparte de los cambios de
temperatura, el periodo de tiempo y la dilucién del anticuerpo (20, 2, 0,2 y 0,02 pg/ml) el procedimiento se realizé como
se describe en el Ejemplo 19.

A 20 °C, el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA de las cuatro combinaciones de mutantes se produjo a
velocidades diferentes en comparacién con el intercambio maximo (control positivo). Después de 105 minutos de
incubacién, 19G1-2F8-L368R x 1gG1-7D8-K409H alcanzé el nivel maximo de intercambio, mientras que 1gG1-2F8-
F4058 x IgG1-7D8-K409A, 1gG1-2F8-D399R x IgG1-7D8-K409G e IgG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R alcanzaron
un maximo del 90 %, 85 % y 85 %, respectivamente, después de 200 min.

La incubacién de las diferentes combinaciones de mutantes de IgG1 a 15 °C mostr6é diferencias mucho més
prominentes en las velocidades de intercambio (mostradas en la Figura 39). Después de incubaciones de 60 y 105 min,
y el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA, las diferencias entre las cuatro combinaciones de mutantes fueron
extremas. El intercambio de brazos Fab después de 200 minutos de incubacién mostré eficiencias del 100 % (IgG1-
2F8-L368R x 1gG1-7D8-K409H), el 85 % (IgG1-2F8-F405L x 1gG1-7D8-K409R e IgG1-2F8-D399R x IgG1-7D8-
K409G) o el 65 % (IgG1-2F8-F405S x 1IgG1-7D8-K409A) en comparacion con el control positivo.

Ejemplo 39: Analisis de eficiencias del intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA de mutantes en
condiciones subdptimas

El proceso de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA se produce eficientemente a 37 °C cuando se usa 2-
MEA 25 mM. En estas condiciones, la mayoria de los mutantes de IgG1 permisivos (IgG1 con determinadas
mutaciones individuales en las posiciones 368, 370, 399, 405 y 407 y/o 409 como se describe en los Ejemplos 19, 28,
29y 35-37) muestran niveles altos de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA (80-100 %). En el Ejemplo 38
se describe que las diferencias en las eficiencias de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA son mas
pronunciadas después de la incubacién en las denominadas condiciones subdptimas, en concreto a 15 °C durante 60
a 105 min. En total, se seleccionaron 24 mutantes de IgG1-2F8 en L368, D399, F405 e Y407 (véase la Tabla 11) que
muestran >90 % de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA con IgG1-7D8-K409R (Ejemplo 28, 29 y 35-37) y
se sometieron a analisis de intercambio de brazos Fab con 1gG1-7D8-K409A, G, H o R (basandose en los resultados
informados en el Ejemplo 19). Para categorizar estas combinaciones mutantes segun sus eficiencias para generar
anticuerpos biespecificos, se realizé el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA a 15 °C durante 90 min
(condiciones suboptimas). Se tomaron dos mutantes IgG1-2F8 Y407Q y D399Q) que mostraron un intercambio de
brazos Fab inducido por 2-MEA débil después de la incubacién con 1IgG1-7D-K409R (Ejemplo 29 y 37) como controles
negativos adicionales y se usaron para estudiar si la incubacidén con otro aminoacido en la posicion K409 (G, H o W)
conduce a un resultado diferente. Aparte de un cambio en la temperatura y cambios en la diluciéon de anticuerpos (20,
2, 0,2y 0,02 ug/ml), el procedimiento se realizé como se describe en el Ejemplo 19.

La incubacién de todas las diferentes combinaciones de mutantes de IgG1 (como se desprende claramente de la Tabla

11) a 15 °C durante 90 min mostré un intervalo de diferentes eficiencias de intercambio de brazos Fab inducido por 2-
MEA. El resultado de la unién biespecifica a una concentracién de anticuerpos de 20 pg/ml, se muestra en la Tabla
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11. Los resultados se categorizaron en 4 clases; eficiencia de unién biespecifica nula (-), baja (+/-) intermedia (+) y
alta (++) como se especifica en la leyenda a continuacién para la Tabla 11. A partir de estos resultados se desprende
claramente que, en condiciones subéptimas, algunas combinaciones de mutaciones de aminoacidos en las moléculas
de IgG1 seran favorables para el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA.

Tabla 11: Unidn biespecifica (% con respecto al control positivo) entre mutantes de IgGl permisivos (20 pug/ml)
a 15 °C durante 90 min
Intercambio de brazos Fab | IgG1-7D8-K409A | 1gG1-7D8-K409G | IgG1-7D8-K409R | IgG1-7D8-K409H

IgG1-2F8-L368A
IgG1-2F8-L368D
IgG1-2F8-L368E
IgG1-2F8-L368G
IgG1-2F8-L368H
IgG1-2F8-L368N
IgG1-2F8-L368R M-I
IgG1-2F8-L368S
IgG1-2F8-L368T
IgG1-2F8-L368V
IgG1-2F8-L368W
IgG1-2F8-D399F
IgG1-2F8-D399H
IgG1-2F8-D399K
IgG1-2F8-D399R
IgG1-2F8-D399Q
IgG1-2F8-F405I
IgG1-2F8-F405K
IgG1-2F8-F405L
IgG1-2F8-F4055
IgG1-2F8-F405T
IgG1-2F8-F405V
IgG1-2F8-F405W
IgG1-2F8-Y407L
IgG1-2F8-Y407TW
IgG1-2F8-Y407Q

Leyenda de la Tabla 11

De las moléculas 1IgG1-2F8 mutadas sometidas a ensayo (Tabla 11), se seleccionaron seis para un segundo analisis
para confirmar los resultados obtenidos anteriormente (Tabla 11). Se seleccionaron varios mutantes por su eficiencia
de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA alta (IgG1-2F8-L368R) e intermedia (IgG1-2F8-L368W, 1gG1-2F8-
F405I, IgG1-2F8-F405L e 1gG1-2F8-Y407W). También se analizd por segunda vez |gG1-2F8-Y407Q puesto que
mostré una inesperada reaccion positiva de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA con IgG1-7D8-K409H. En
general, estos resultados, presentados en la Figura 40, confirmaron el analisis primario (Tabla 11) y muestran que las
reacciones de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA de moléculas IgG1-2F8 mutadas con 1gG1-7D8-K409H
mostraron la mayor eficiencia. Ademas, las reacciones de intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre
moléculas de IgG1-2F8 mutadas con IgG1-7D8-K409R que se informan en los Ejemplos 28, 29 y 35-37 como negativas
alin son de interés ya que promueven potencialmente el intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA de 1gG1.

Ejemplo 40: Usando el formato biespecifico para eliminar la actividad agonista no deseada de los anticuerpos
contra c-Met antagonistas convirtiéndolos en un formato monovalente, biespecifico

Varios anticuerpos bivalentes desarrollados para la terapia con anticuerpos monoclonales muestran una actividad
agonista no deseable tras unirse a su diana. Este también es el caso de la mayoria de los anticuerpos a base de IgG1
que se dirigen al receptor de tirosina cinasa c-Met. Estos anticuerpos agonistas inducen la dimerizacidén del receptor
seguida de la activacién de varias vias de sefializacidn corriente abajo. Como resultado, se induce el crecimiento y la
diferenciacidén de células (tumorales). El uso de formatos de anticuerpos monovalentes puede evitar la induccién de la
dimerizacién del receptor. La combinacién de un brazo Fab de un anticuerpo anti-c-Met con un brazo Fab de un
anticuerpo irrelevante da como resultado un anticuerpo biespecifico que es funcionalmente monovalente y, por lo
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tanto, totalmente antagonista. En este caso se combiné un anticuerpo agonista parcial (IgG1-069) o completo (IgG1-
058), con 1gG1-b12 (descrito por primera vez en Burton DR, et al., "Efficient neutralization of primary isolates of HIV/-1
by a recombinant human monoclonal antibody', Science. 11 de noviembre de 1994; 266(5187):1024-1027) en
anticuerpos biespecificos. Se consider6 que IgG1-b12 era un anticuerpo no de unidn irrelevante, puesto que se genera
contra una proteina virica (HIV-gp120). Los anticuerpos anti-c-Met utilizados en este ejemplo son anticuerpos
monoclonales totalmente humanos generados en ratones transgénicos. IgG1-058 e IgG1-069 se unen a diferentes
epitopos en c-Met.

Los dos anticuerpos anti-c-Met utilizados son anticuerpos IgG1,k modificados en sus regiones Fc como se divulga
adicionalmente. Tienen las siguientes secuencias variables de cadena pesada y cadena ligera.

058:

VH 058 | EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSDYYMYW
VRQTPEKRLEWVATISDDGSYTYYPDSVKGRFTISRD
NAKNNLYLQMSSLKSEDTAMYYCAREGLYYYGSGSY
YNQDYWGQGTLVTVSS

VL 058 | AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGLSSALAWYR
QKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLQPEDFATYYCQQFTSYPQITFGQGTRLEIK

069:

VH 069 | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCETSGYTFTSYGISW
VRQAPGHGLEWMGWISAYNGYTNYAQKLQGRVTMT
TDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDLRGTNYFDY
WGQGTLVTVSS

VL 069 | DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGISNWLAWF
QHKPGKAPKLLIYAASSLLSGVPSRFSGSGSGTDFTL
TISSLQPEDFATYYCQQANSFPITFGQGTRLEIK

Fosforilacién del receptor

Se generaron anticuerpos contra c-Met biespecificos monovalentes mediante una reaccién de intercambio de brazos
Fab con 1gG1-058-F405L o |gG1-069-F405L e 19G1-b12-K409R como se describe en el Ejemplo 23 usando 2-MEA
25 mM. Se evalué el efecto del anticuerpo biespecifico sobre la fosforilacién de c-Met. Tras la dimerizacién de dos
receptores c-Met adyacentes por el ligando natural HGF o por anticuerpos bivalentes agonistas, se fosforilan de forma
cruzada tres restos tirosina (posicion 1230, 1234 y 1235) en el dominio intracelular de c-Met. Esto conduce a la
fosforilacién de varios otros aminoacidos en el dominio intracelular de c-Met y a la activacién de varias cascadas de
sefializacién. La dimerizacion y activacion de c-Met puede controlarse usando anticuerpos especificos para el receptor
fosforilado en estas posiciones, que actda como una lectura del agonismo potencial de los anticuerpos anti-c-Met.

Se cultivaron células A549, CCL-185 obtenidas de ATCC, en medio DMEM que contenia suero hasta alcanzar una
confluencia del 70 %. Las células se tripsinizaron, se lavaron y se sembraron en una placa de cultivo de 6 pocillos a
1*10e6 células/pocillo en un medio de cultivo que contenia suero. Después de la incubacién durante la noche, las
células se trataron con HGF (R&D systems; cat. 294-HG) (50 ng/ml) o el panel de anticuerpos (30 pug/ml) y se incubaron
durante 15 minutos a 37 °C. Las células se lavaron dos veces con PBS helado y se lisaron con tampén de lisis (Cell
Signaling; cat. 9803) suplementado con un céctel de inhibidores de proteasa (Roche; cat. 11836170001). Las muestras
de lisado celular se almacenaron a -80 °C. La activacién del receptor se determiné mediante la deteccién de la
fosforilacién de c-Met en transferencia Western usando anticuerpos especificos de c-Met fosforilado. Las proteinas
presentes en el lisado celular se separaron en un gel SDS-PAGE al 4-12 % y se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa que posteriormente se tiié con un anticuerpo especifico de c-Met fosforilado (Y1234/1235) (Cell
Signaling, cat: 3129). Como control para la carga de gel, se determinaron los niveles totales de B-actina y c-Met usando
anticuerpos anti c-Met (Cell Signaling, N.° de Cat. 3127) y anti B-actina (Sefalizacién celular, N°® de Cat. 4967). En la
Figura 41 se muestran los resultados de las transferencias Western.

Los controles de medio de cultivo de tejidos y células tratadas con el formato monovalente UniBody® (Genmab,
documentos WO2007059782 y WO2010063785) del anticuerpo 5D5 (Genentech; documento WO 96/38557) no
mostré ninguna fosforilacion del receptor c-Met. El formato UniBody monovalente como se usa en el presente
documento es una |gG4, en donde la regién bisagra se ha suprimido y en donde la regién CH3 se ha mutado en las
posiciones 405 y 407. Por el contrario, el andlisis por transferencia Western de células tratadas con el HGF de control
positivo o el anticuerpo agonista 1gG1-058 mostré una banda clara a la altura esperada del c-Met fosforilado. El
anticuerpo agonista parcial 19gG1-069 mostré menos fosforilacién del receptor, pero detectable, lo que indica que se
produce algun tipo de entrecruzamiento del receptor. Sin embargo, tanto los anticuerpos biespecificos 1IgG1 058/b12
como los biespecificos 069/b12 no indujeron fosforilaciéon de c-Met en absoluto, mostrando que la actividad agonista
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asociada a los anticuerpos progenitores estaba totalmente ausente (Figura 41).
Efecto de los anticuerpos contra c-Met sobre la proliferacion de NCI-H441 in vitro

Se sometié a ensayo la posible actividad agonista proliferativa de los anticuerpos contra c-Met in vitro en la estirpe
celular de adenocarcinoma de pulmon NCI-H441 (ATCC, HTB-174™). Esta estirpe celular expresa niveles altos de c-
Met, pero no produce su ligando HGF. Se sembraron células NCI-H441 en una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos
(Greiner bio-one, Frickenhausen, Alemania) (5.000 células/pocillo) en RPMI (Lonza) sin suero. Se diluy6 anticuerpo
anti c-Met a 66,7 nM en medio RPMI sin suero y se afiadi6é a las células. Después de siete dias de incubacién a
37 °C/CO, al 5 %, la cantidad de células viables se cuantificé con Alamarblue (BioSource International, San Francisco,
EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La fluorescencia se controlé usando el lector EnVision 2101
Multilabel (PerkinElmer, Turku, Finlandia) con configuracién convencional de Alamarblue.

En contradiccién con 1gG1-069, no se indujo proliferacién tras la incubacion de células NCI-H441 con el biespecifico
IgG1-069/b12, como se muestra en la Figura 42. Ademas, el control de UniBody-069 no indujo proliferacién, lo que
era comparable tratamiento con 1IgG1-b12 o nulo.

Ejemplo 41: Destruccién celular mediada por CDC mediante anticuerpos biespecificos generados mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-2F8-F405L o IgG1-7D8-F405L e I9G1-7D8-K409R
humanas

El anticuerpo contra CD20 IgG1-7D8 puede destruir eficazmente células que expresan CD20 mediante citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC). Por el contrario, el anticuerpo contra EGFR 1gG1-2F8 no media la CDC en las
células diana que expresan EGFR. Tanto 1gG1-7D8-K409R como el anticuerpo biespecifico generado mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 1gG1-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R son capaces de inducir
CDC en células que expresan CD20 (como se describe en el Ejemplo 26). Se evalué si el anticuerpo biespecifico
generado mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre IgG1-7D8-F405L e 1IgG1-7D8-K409R también
podria inducir CDC en células que expresan CD20. Se preincubaron 10° de células Daudi o Raji durante 15 minutos
con una serie de concentraciones de anticuerpo en 100 pl de medio RPMI suplementado con BSA al 0,1 % en un
agitador a temperatura ambiente. Se afiadieron 25 pul de suero humano normal (NHS, por sus siglas en inglés) como
fuente de complemento (concentracién final de NHS del 20 %) y se incubaron durante 45 minutos a 37 °C. Después
de la incubacidn, la placa se coloc6 en hielo para detener la reaccién de CDC. Las células muertas y viables se
discriminaron afiadiendo 10 ul de yoduro de propidio (PI) a 10 pg/ml (concentracién final de 0,6 pg/ml) y analisis por
FACS.

La Figura 43 muestra que IgG1-7D8 y el producto biespecifico generado mediante intercambio de brazos Fab inducido
por 2-MEA entre 1gG1-7D8-F405L e IgG1-7D8-K409R tienen la misma potencia para inducir la destruccién celular
mediada por CDC de Daudi (Figura 43A) y Raji (Figura 43B) que expresan CD20. Tanto las células Daudi como las
Raiji no expresan EGFR, dando como resultado la unién monovalente del anticuerpo biespecifico generado mediante
intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre 19G2-2F8-F405L x IgG1-7D8-K409R. Este producto biespecifico
también indujo la destruccién celular mediada por CDC, aunque un poco menos eficiente. Estos datos indican que la
capacidad de CDC de un anticuerpo progenitor se conservé en el formato biespecifico. La induccién de la destruccién
celular mediada por CDC mediante el producto biespecifico bivalente (IgG1-7D8-F405L x 1gG1-7D8-K409R) fue
ligeramente mas eficiente en comparacién con el producto biespecifico monovalente (IgG2-2F8-F405L x 1gG1-7D8-
K409R). El anticuerpo 11B8 dirigido contra CD20 no es capaz de inducir la destruccién celular mediada por CDC y
actlla como control negativo.

Ejemplo 42: Anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 sometidos a ensayo en un ensayo de destruccién de
ETA' dirigido por kappa in vitro

El ejemplo muestra que los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 pueden suministrar un agente citotéxico a las
células tumorales después de la internalizacién en un ensayo de destruccién celular genérico in vitro usando exotoxina
A de Pseudomonas dirigida a kappa (anti-kappa-ETA'). Este ensayo usa un anticuerpo de dominio anti-kappa de alta
afinidad conjugado con una forma truncada de la exotoxina A de Pseudomonas. Se han descrito anteriormente
proteinas de fusién similares de proteinas de unién de anticuerpos (motivo de unién de IgG de la proteina A o proteina
G estreptocécica) y toxina diftérica o exotoxina A Pseudomonas (Mazor Y. et al., J. Immunol. Methods 2007; 321:41-
59); Kuo SR. et al., 2009 Bioconjugate Chem. 2009; 20:1975-1982). Estas moléculas, a diferencia de anti-kappa-ETA',
se unen a la parte Fc de los anticuerpos completos. Tras la internalizacién y la clasificacién endocitica, el anticuerpo
de dominio anti-kappa-ETA' experimenta protedlisis y reduccién del enlace disulfuro, separando el dominio catalitico
del dominio de unidén. Después, el dominio catalitico se transporta desde el Golgi al reticulo endoplasmatico a través
de un motivo de retencién KDEL y posteriormente se transloca al citosol, donde inhibe la sintesis de proteinas e induce
la apoptosis (Kreitman RJ. et. al., BioDrugs 2009; 23:1-13).

Los anticuerpos anti-HER2 utilizados en este ejemplo y en los siguientes Ejemplos 43-45 son anticuerpos
monoclonales totalmente humanos generados en ratones transgénicos. Se unen a diferentes epitopos en HER2.
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Todos son anticuerpos 1gG1,k que se modifican en sus regiones Fc como se divulga adicionalmente. Tienen las
siguientes secuencias variables de cadena pesada y cadena ligera.

005:

VH 005 | EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKASGYSFHFYWIGWVRQMPGKGLEWMGS
IYPGDSDTRYRPSFQGQVTISADKSISTAYLQWTSLKASDTAIYYCARQRGD
YYYFYGMDVWGQGTTVTVSS

VL 005 | EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQVPRLLIYGA
SSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSS-
LTFGGGTKVEIK

025:

VH 025 | QVQLQQWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFSDYYWNWIRQPPGKGLEWIGE
IHHSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGYYDS
GVYYFDYWAQGTLVTVSS

VL 025 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISRWLAWYQQKPEKAPKSLIYAA
SSLRSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYNSYPITFGQGTR
LEIK

153:

VH 153 | QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSDYVIHWVRQAPGKGLEWVTV
ISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLSAEDTAMYYCARGGI
TGTTGVFDYWGQGTLVTVSS

VL 153 | DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSWLAWYQQKPEKAPKSLIYDA
SSLQSGVPSRFSGSGYGTDFSLTISSLQPEDFAIYYCQQYKSYPITFGQGTRL
EIK

169:

VH 169 | QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGISWVRQAPGQGLEWMG
WLSAYSGNTIYAQKLQGRVTMTTDTSTTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARDR
IVVRPDYFDYWGQGTLVTVSS

VL 169 | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDAS
NRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPRTFGQGTK
VEIK

Los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 se preincubaron con anti-kappa-ETA' antes de la incubacién con
células A431. Las células A431 expresan ~15.000 anticuerpos contra HER2 por célula (determinado mediante analisis
Qifi) y no son sensibles al tratamiento con anticuerpos contra HER2 "desnudos".

En primer lugar, se determind la concentracién éptima de anti-kappa-ETA' para cada estirpe celular, es decir, la dosis
maxima tolerada que no conduce a la induccién de muerte celular no especifica. Se sembraron células A431 (2500
células/pocillo) en medio de cultivo celular normal en una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Greiner bio-one) y
se dejaron adherir durante al menos 4 horas. Estas células se incubaron con una serie de diluciones de anti-kappa-
ETA', 100, 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001 y O pg/ml en medio de cultivo celular normal. Después de 3 dias, la cantidad de
células viables se cuantificé con Alamarblue (BioSource International, San Francisco, EE. UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La fluorescencia se controlé usando el lector EnVision 2101 Multilabel (PerkinElmer,
Turku, Finlandia) con configuracién convencional de Alamarblue. La concentracién mas alta de anti-kappa-ETA' que
no destruyé las células por si sola (1 pg/ml para células A431) se usé para los siguientes experimentos.

A continuacién, se sometid a ensayo el efecto de los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 y de los anticuerpos

monoespecificos de HER2 preincubados con anti-kappa-ETA' para determinar su capacidad para inducir destruccion
celular. Se sembraron células A431 como se ha descrito anteriormente. Se realiz6 una dilucién en serie de los
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anticuerpos especificos de HER2 (anticuerpos monoespecificos y biespecificos) y se preincubaron durante 30 min con
la concentracién predeterminada de anti-kappa-ETA' antes de afiadirlos a las células. Después de 3 dias de incubacién
a 37 °C, la cantidad de células viables se cuantific6 como se ha descrito anteriormente. Se representd la sefial de
Alamarblue de las células tratadas con anti-kappa-ETA' preincubadas con los anticuerpos en comparacién con las
células tratadas sin tratamiento con anticuerpos. Los valores de CEsp y la muerte celular méxima se calcularon usando
el software GraphPad Prism 5. Se usé estaurosporina (23,4 pg/ml) como control positivo para la destruccion celular.
Se us6 un anticuerpo de control de isotipo (IgG1/kappa; 1gG1-3G8-QITL) como control negativo.

La Figura 44 muestra que todos los anticuerpos biespecificos de HER2 anti-kappa-ETA' preincubados fueron capaces
de destruir células A431 de manera dependiente de la dosis. Estos resultados demuestran que la mayoria de los
anticuerpos biespecificos de HER2 evaluados fueron mas eficaces que el anticuerpo monoespecifico presente en la
combinacién en este ensayo anti-kappa-ETA'. Ademas, la eficacia de los anticuerpos biespecificos 005X169, 025X169
y 153X169 demostré que la eficacia de un anticuerpo monoespecifico que carece de actividad en esta destruccion de
EETA' dirigida por kappa in vitro, el anticuerpo 169 especifico de HER2, puede aumentarse a través de una
combinacién biespecifica con otro anticuerpo especifico de HER2.

Ejemplo 43: Modulacién negativa del receptor HER2 mediante incubacién con anticuerpos biespecificos
dirigidos a diferentes epitopos de HER2

Los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 pueden unirse a dos epitopos diferentes en dos receptores HER2
espacialmente diferentes. Esto puede permitir que otros anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 se unan a los
epitopos restantes en estos receptores. Esto podria dar lugar a un entrecruzamiento de receptores multivalentes (en
comparacion con la dimerizacién inducida por anticuerpos monovalentes) y, en consecuencia, potenciar la modulacién
negativa del receptor. Para investigar si los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 inducen una mayor modulacién
negativa de HER2, se incubaron células AU565 con anticuerpos y anticuerpos biespecificos durante tres dias. Se
determinaron los niveles totales de HER2 y los niveles de anticuerpos unidos a HER2.

Se sembraron células AU565 en una placa de cultivo de tejido de 24 pocillos (100.000 células/pocillo) en medio de
cultivo celular normal y se cultivaron durante tres dias a 37 °C en presencia de anticuerpo contra HER2 10 pg/ml o
anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2. Tras el lavado con PBS, las células se lisaron incubéndolas durante
30 min a temperatura ambiente con 25 pl de tampén de lisis Surefire (Perkin Elmer, Turku, Finlandia). Los niveles de
proteina total se cuantificaron usando el reactivo de ensayo de proteina de éacido bicinconinico (BCA) (Pierce)
siguiendo el protocolo del fabricante. Los niveles de proteina HER2 en los lisados se analizaron usando un ELISA
sandwich especifico para HER2. Se usé anticuerpo de dominio intracelular de conejo anti-HER2 humano (Cell
Signaling) para capturar HER2 y se usd anticuerpo policlonal de cabra anti-HER2 humano biotinilado (R&D systems,
Minneapolis, EE. UU.), seguido de estreptavidina-poli-HRP, para detectar HER2 unido. La reaccién se visualizd
usando acido 2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (un comprimido de ABTS diluido en 50 ml de tampén de
ABTS [Roche Diagnostics, Almere, Paises Bajos]) y se detuvo con &cido oxalico (Sigma-Aldrich, Zwijndrecht, Paises
Bajos). Se midié la fluorescencia a 405 nm en un lector de microplacas (Biotek Instruments, Winooski, EE. UU.) y la
cantidad de HER2 se expresé como un porcentaje con respecto a células sin tratar.

Los resultados se muestran en la Figura 45, que demuestra que todos los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2
sometidos a ensayo indujeron una modulacién negativa de HER2 =40 %. De forma interesante, todos los anticuerpos
biespecificos de HER2 x HER2 demostraron una mayor modulacién negativa de HER2 en comparacién con sus
homélogos monoespecificos.

Ejemplo 44: Colocalizacién de anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 con el marcador lisosémico LAMP1
analizada mediante microscopia confocal

El ensayo de modulaciéon negativa de HER2 descrito en el Ejemplo 43 indicé que los anticuerpos biespecificos de
HER2 x HER2 fueron capaces de aumentar la degradacién lisosémica de HER2. Para confirmar estos hallazgos, se
aplico la tecnologia de microscopia confocal. Se cultivaron células AU565 en cubreobjetos de vidrio (espesor de 1,5
micrémetros, Thermo Fisher Scientific, Braunschweig, Alemania) en un medio de cultivo tisular convencional durante
3 dias a 37 °C. Las células se preincubaron durante 1 hora con leupeptina (Sigma) para bloquear la actividad
lisosébmica, después de lo cual se afiadieron anticuerpos monoespecificos de HER2 10 ug/ml o anticuerpos
biespecificos de HER2 x HER2. Las células se incubaron durante 3 o 18 horas adicionales a 37 °C. Posteriormente
se lavaron con PBS y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente con formaldehido al 4 % (Klinipath). Los
portaobjetos se lavaron con tampén de bloqueo (PBS complementado con saponina al 0,1 % [Roche] y BSA al 2%
[Roche]) y se incubaron durante 20 min con tampén de bloqueo que contenia NH4Cl 20 mM para inactivar el
formaldehido. Los portaobjetos se lavaron nuevamente con tampén de bloqueo y se incubaron durante 45 min a
temperatura ambiente con CD107a anti-humano de ratén (LAMP1) (BD Pharmingen) para tefiir los lisosomas. Después
del lavado con tampén de bloqueo, los portaobjetos se incubaron 30 min a temperatura ambiente con un céctel de
anticuerpos secundarios; 1IgG-Cy5 de cabra anti-ratén (Jackson) y IgG-FITC de cabra anti-humana (Jackson). Los
portaobjetos se lavaron de nuevo con tampédn de bloqueo y se montaron durante la noche en portaobjetos de
microscopio con 20 ul de medio de montaje (se disolvieron 6 gramos de glicerol [Sigma] y 2,4 gramos de Mowiol 4-88
[Omnilabo] en 6 ml de agua destilada a los que se les afiadieron 12 ml de Tris 0,2 M [Sigma] pH 8,5 y se incubaron
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durante 10 minutos a 50-60 °C. El medio de montaje se reparti6 en alicuotas y se almacené a-20 °C). Los portaobjetos
se fotografiaron con un microscopio confocal Leica SPE-I| (Leica Microsystems) equipado con un objetivo de inmersién
en aceite 63x 1,32-0,6 y el software LAS-AF. Para permitir la cuantificacién de las intensidades de pixeles
superpuestos, se debe evitar la saturacién de pixeles. Por lo tanto, la intensidad del laser de FITC se redujo al 10 %,
la ganancia inteligente se establecié en 830 V y el desplazamiento inteligente se establecié en - 9,48 %. Mediante el
uso de estos ajustes, los anticuerpos biespecificos se visualizaron claramente sin saturacién de pixeles, pero los
anticuerpos monoespecificos en ocasiones eran dificiles de detectar. Para comparar la colocalizacién lisosémica entre
anticuerpos monoespecificos y biespecificos, estos ajustes se mantuvieron iguales para todas las diapositivas
confocales analizadas.

Se analizaron imagenes de 12 bits para determinar la colocalizacién usando el software MetaMorph® (versién Meta
Series 6.1, Molecular Devices Inc, Sunnyvale California, EE. UU.). Las iméagenes de FITC y Cy5 se importaron como
pilas y se restd el fondo. Se usaron ajustes umbral idénticos (establecidos manualmente) para todas las imagenes de
FITC y todas las imégenes de Cy5. La colocalizacidn se representd como la intensidad de pixeles de FITC en la regién
de superposicién (ROI, por sus siglas en inglés), donde la ROl se compone de todas las regiones positivas para Cy5.
Para comparar diferentes portaobjetos tefiidos con varios anticuerpos contra HER2 o anticuerpos biespecificos de
HER2 x HER?2, las imagenes se normalizaron usando la intensidad de pixeles de Cy5. Se us6 IgG-Cy5 de cabra anti-
ratén para tefiir el marcador lisosémico LAMP1 (CD107a). La intensidad de pixeles de LAMP1 no deberia diferir entre
diversos anticuerpos contra HER2 o los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 sometidos a ensayo (una célula
tenia una intensidad de pixeles de Cy5 de aproximadamente 200.000).

Valores normalizados para la colocalizacién de FITC y Cy5 = [(TPI-FITC x porcentaje de colocalizacién de FITC-
Cy5)/100] x [200,000/TPI-Cy5]

En esta formula, TPI significa Intensidad Total de Pixeles, por sus siglas en inglés.

presenta el porcentaje de células viables, medido mediante la intensidad de pixeles de FITC superpuesta con Cy5
para diversos anticuerpos monoespecificos de HER2 y anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2. Para cada
anticuerpo o molécula biespecifica representada, se analizaron tres imagenes diferentes de un portaobjetos que
contenia ~ 1, 3 0 >5 células. Se observé una variacién significativa entre las diferentes imagenes en cada portaobjetos.
Sin embargo, fue evidente que todos los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 demuestran una mayor
colocalizacién con el marcador lisosémico LAMP1, en comparacién con sus homélogos monoespecificos. Estos
resultados indican que una vez internalizados, los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 se clasifican de manera
eficiente hacia los compartimentos lisosémicos, haciéndolos adecuados para un enfoque de conjugado anticuerpo-
farmaco biespecifico.

Ejemplo 45: Inhibicion de la proliferacion de células AU565 tras la incubacion con anticuerpos
monoespecificos de HER2 o biespecificos de HER2 x HER2

Se sometieron a ensayo anticuerpos biespecificos de HER2 para determinar su capacidad para inhibir la proliferacién
de células AUS65 in vitro. Debido a los niveles altos de expresién de HER2 en las células AU565 (~1.000.000 copias
por célula determinadas con Qifi-kit), HER2 es constitutivamente activo en estas células y, por lo tanto, no depende
de la heterodimerizacién inducida por ligando. En una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos (Greiner bio-one,
Frickenhausen, Alemania), se sembraron 9.000 células AU565 por pocillo en presencia de anticuerpo contra HER2 o
anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 10 pg/ml en medio de cultivo celular sin suero. Como control, se sembraron
células en medio sin suero, sin anticuerpos ni anticuerpos biespecificos. Después de tres dias, la cantidad de células
viables se cuantific6 con Alamarblue (BioSource International, San Francisco, EE. UU.) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La fluorescencia se controlé usando el lector EnVision 2101 Multilabel (PerkinElmer,
Turku, Finlandia) con configuraciéon convencional de Alamarblue. La sefial de Alamarblue de las células tratadas con
anticuerpos se representé como un porcentaje con respecto a las células sin tratar.

La Figura 47 representa la intensidad fluorescente de Alamarblue de las células AUSE5 después de la incubacion con
anticuerpos contra HER2 y anticuerpos biespecificos de HER2XHER2. Se incluyé Herceptin® (trastuzumab) como
control positivo y demostré inhibicién de la proliferacién como describe Juntilla TT. et al., Cancer Cell 2009; 15: 429-
440. Todos los anticuerpos biespecificos de HER2 x HER2 fueron capaces de inhibir la proliferaciéon de células AU565.
Anticuerpos biespecificos: 1gG1-005-ITL x IgG1-169-K409R e 1gG1-025-ITL x 19gG1-005-K409R fueron més eficaces
en comparacioén con sus homdlogos de anticuerpos monoespecificos en este ensayo.

Ejemplo 46: Analisis in vitro e in vivo de la unién de FcRn mediante anticuerpos IgG1 biespecificos y
anticuerpos IgG1 biespecificos con bisagra suprimida que contienen uno o dos sitios de unién a FcRn en la
region Fc.

El presente ejemplo ilustra la generacién de moléculas biespecificas asimétricas, es decir, moléculas con diferentes
caracteristicas en cada brazo Fab de acuerdo con la invencién.

El receptor de Fc neonatal (FcRn) es responsable de la semivida plasmatica prolongada de las 1gG al proteger las 1IgG
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de la degradacion. Después de la internalizacién del anticuerpo, el FcRn se une a las regiones Fc de los anticuerpos
en endosomas, donde la interaccién es estable en un entorno ligeramente acido (pH 6,0). Tras el reciclaje a la
membrana plasméatica, donde el entorno es neutro (pH 7,4), la interaccién se pierde y el anticuerpo se libera de nuevo
en la circulacién. La regién Fc de un anticuerpo contiene 2 sitios de unién de FcRn, uno en cada cadena pesada en
las interfaces CH2-CH3. Una mutacién H435A en la regién Fc del anticuerpo anula la unién a FcRn (Shields, R.L., et
al., J Biol Chem, 2001, Firan, M., et al., Int Immunol, 2001) y también se cree que la regién bisagra influye en la unién
de FcRn (Kim, J.K., et al., Mol Immunol., 1995). Ademés, se ha sugerido que la unién de anticuerpos bivalentes sobre
monovalentes a FcRn desempefia una funcién en el reciclaje eficiente (Kim, J.K., et al., Scand J Immunol., 1994).

En este ejemplo se evalla la influencia de la valencia de unién a FcRn mediante moléculas de IgG1 biespecificas
asimétricas, que contienen un Unico sitio de unién a FcRn. La contribucién adicional de la regién bisagra se evaltua
mediante moléculas de IgG1 asimétricas biespecificas con bisagra suprimida (Uni-G1).

La unién a FcRn de moléculas de IgG1 biespecificas o de moléculas de IgG1 con bisagra suprimida (Uni-G1) que no
contenian, contenian 1 o contenian 2 sitios de unién a FcRn se midié mediante ELISA de FcRn humano y de ratén.
Se produjeron moléculas monoespecificas de anticuerpos IgG1-2F8-ITL, 1gG1-7D8-K409R e 1gG1-7D8-K409R-H435A
como se describe en los ejemplos 2, 3, 4 y 5. Se produjeron moléculas monoespecificas de IgG1 con bisagra suprimida
Uni-G1-2F8-ITL, Uni-G1-7D8-K409R y Uni-G1-7D8-K409R-H435A como se describe en el ejemplo 11. Se generaron
moléculas de |gG1 biespecificas mediante intercambio de brazos Fab inducido por 2-MEA entre moléculas 1gG1-2F8-
ITL e 1gG1-7D8-K409R o 1gG1-7D8-K409R-H435A. Se produjeron moléculas de IgG1 con bisagra suprimida
biespecificas mediante incubacién de Uni-G1-2F8-ITL con Uni-G1-7D8-K409R o Uni-G1-7D8-K409R-H435A. Se
afiadié una serie de diluciones con factor de dilucion 3 de moléculas de IgG1 monoespecificas y biespecificas y
moléculas de |gG1 con bisagra suprimida a FcRn humano o de ratdn biotinilado capturado en una placa de ELISA
recubierta con estreptavidina, seguido de una incubacién a pH 6,0 y 7,4 durante 1 hora. Los anticuerpos unidos y las
moléculas de IgG1 con bisagra suprimida se visualizaron usando anticuerpo de cabra antihumano marcado con
peroxidasa de rabano picante (Fab'), como conjugado y ABTS como sustrato. Los resultados se midieron como
densidad éptica a una longitud de onda de 405 nm usando el lector EL808-Elisa.

La Figura 48 muestra los resultados de unién de los anticuerpos IgG1 monovalentes o bivalentes y moléculas de 1gG1
con bisagra suprimida a FcRn humano (A) y FcRn de ratén (B) a pH 6,0 y pH 7,4. Como se esperaba, todos los
anticuerpos sometidos a ensayo, ambas moléculas de IgG1 (biespecificas) y de 1IgG1 con bisagra suprimida, no se
unen eficientemente a FcRn (tanto humano como de ratén) a pH 7,4. En condiciones ligeramente acidas (pH 6,0), la
IlgG1-2F8-ITL monoespecifica y la IgG1 biespecifica generada a partir de 1IgG1-2F8-ITL e IgG1-7D8-K409R muestran
eficiencias de unién bivalente a FcRn, aunque para el FcRn de ratén es 3 veces mayor en comparacién con el humano,
que imita el control positivo (IgG1-2F8) para la unién a FcRn. Esto indica que la mutacién ITL y K409R no alteran la
unién a FcRn.

Puede observarse un efecto claro de 2 frente a 1 frente a O sitios de interaccién de FcRn cuando se compara la unién
de las moléculas de 1I9G1 a FcRn humano y de ratén a pH 6,0 (Figura XXA y B, pH86, panel izquierdo). IgG1-2F8-ITL,
IgG1-7D8-K409R e 1gG1-2F8-ITL/IgG1-7D8-K409R (2 sitios de unién a FcRn) se unen de forma comparable al control
(1gG1-2F8). Las moléculas con O sitios de unién a FcRn, IgG1-7D8-K409R-H435A no muestra ninguna unién. Las
moléculas con 1 sitio de unién a FcRn, IgG1-2F8-ITL/IgG1-7D8-K409R-H435A, muestran una unién intermedia en
comparacién con las moléculas con 2 sitios de unidén a FcRn.

La Figura 48 (A), pH 6,0, panel derecho muestra la unién a FcRn humano de moléculas de IgG1 con bisagra suprimida
(Uni-G1). Todas las moléculas con bisagra suprimida tienen una interaccién alterada con FcRn humano en
comparacién con las moléculas de 19G1 de control (IgG1-2F8), lo que indica que la bisagra de hecho influye en la
interacciéon con FcRn cuando se evalla en un ELISA de unién a FcRn. No puede observarse ningln efecto claro de
los sitios de interaccion de FcRn 2 frente a 1 frente a 0 cuando se compara la unién a FcRn humano a pH 6,0 de estas
moléculas con bisagra suprimida.

Sin embargo, puesto que la unidén de la IgG humana a FcRn de ratdn es mas fuerte, puede observarse un efecto claro
de 2 frente a 1 frente a O sitios de interacciéon de FcRn cuando se compara la unién de estas moléculas de IgG con
bisagra suprimida con FcRn de ratén a pH 6,0 (Figura 48 (B), pH 6,0, panel derecho). La unién de Uni-G1-7D8-K409R-
H435A/Uni-G1-2F8-ITL (1 sitio de unién a FcRn) es intermedia en comparacidn con la unién de Uni-G1-2F8-ITL, Uni-
G1-7D8-409R y Uni-G1-2F8-ITL/Uni-G1-7D8-K409R (2 sitios de unién a FcRn) y Uni-G1-2F8-ITL-H435A (0 sitios de
unién a FcRn, sin unién).

Ejemplo 47: Anticuerpos biespecificos de Her2 x CD3 sometidos a ensayo en un ensayo de citotoxicidad in
vitro

CD3 es un correceptor en el complejo receptor de linfocitos T expresado en linfocitos T maduros. La combinacién de
un brazo Fab de anticuerpo especifico de CD3 con un brazo Fab de anticuerpo especifico de antigeno tumoral en un
anticuerpo biespecifico daria como resultado el direccionamiento especifico de los linfocitos T a las células tumorales,
conduciendo a la lisis de células tumorales mediada por linfocitos T. Analogamente, los linfocitos T CD3 positivos
podrian dirigirse a otras células alteradas en el cuerpo, a células infectadas o directamente a patégenos.
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Se generaron anticuerpos biespecificos de Her2 x CD3. Las secuencias de la regién variable de cadena pesada y
ligera para el brazo Fab especifico de Her2 fueron las indicadas para los anticuerpos 153 y 169 en el Ejemplo 42. Se
usaron las siguientes secuencias de la regidn variable de cadena pesada y ligera para el brazo Fab especifico de CD3:

YTH12.5 (Secuencia descrita por Routledge et al., Eur J Immunol. 1991, 21(11):2717-25.)

VH YTH12.5 | EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFPMAWVRQAPGKGLEWVSTI
STSGGRTYYRDSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKFRQY
SGGFDYWGQGTLVTVSS

VLYTH12.5 | DIQLTQPNSVSTSLGSTVKLSCTLSSGNIENNYVHWYQLYEGRSPTTMIYDD
DKRPDGVPDRFSGSIDRSSNSAFLTIHNVAIEDEAIYFCHSYVSSFNVFGGG
TKLTVL

huCLB-T3/4 (Secuencia descrita por Parren et al., Res Immunol. 1991, 142(9):749-63. Se introdujeron sustituciones
de aminoacidos minoritarias para que la secuencia se pareciera a la estirpe germinal humana més préxima).

VH huCLB-T3/4 | EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYGMFWVRQAPGKGLEWVAT
ISRYSRYIYYPDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARRPLY
GSSPDYWGQGTLVTVSS

VL huCLB-T3/4 | EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSASSSVTYVHWYQQKPGQAPRLLIYDTSK
LASGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCFQGSGYPLTFGSGTKLEM
R

Todos los anticuerpos se expresaron como IgG1,k y se modificaron en sus regiones Fc como se describe a
continuacion: 1gG1-Her2-153-K409R e 1gG1-Her2-153-N297Q-K409R, 1gG1-Her2-169-K409R, 1gG1-hu-CLB-T3/4-
F405L e IgG1-hu-CLB-T3/4-N297Q-F405L, |gG1-YTH12.5-F405L e IgG1-YTH12.5-N297Q-F405L.

Los anticuerpos biespecificos de estos anticuerpos especificos de Her2 y CD3 se generaron como se describe en el
Ejemplo 11 y se sometieron a ensayo en un ensayo de citotoxicidad in vitro usando células AU565.

Las células AU5S6E5 se cultivaron hasta casi la confluencia. Las células se lavaron dos veces con PBS y se tripsinizaron
durante 5 minutos a 37 °C. Se afiadieron 12 ml de medio de cultivo para inactivar la tripsina y las células se
centrifugaron durante 5 min, 800 rpm. Las células se resuspendieron en 10 ml de medio de cultivo y se preparé una
suspension de células individuales haciéndolas pasar a través de un tamiz de células. Se afiadieron 100 pl de 5x10°
células/ml de suspensién a cada pocillo de una placa de cultivo de 96 pocillos y las células se incubaron al menos 3
horas a 37 °C, CO2 al 5 % para permitir la adherencia a la placa.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de sangre de voluntarios sanos usando tubos
Leucosep de 30 ml, de acuerdo con el protocolo del fabricante (Greiner Bio-one). Se aislaron linfocitos T de
preparaciones de PBMC mediante seleccién negativa usando el kit Untouched Human T-cells Dynabead (Dynal). Las
células aisladas se resuspendieron en medio de cultivo a una concentracion final de 7x108 células/ml.

Se eliminé el medio de cultivo de las células AU565 adheridas y se reemplazd con 50 pl/pocillo de dilucién de
anticuerpo concentrado 2x y 50 pl/pocillo de 7x108 linfocitos T/ml (relacién efector:diana = 7:1). Las placas se
incubaron durante 3 dias a 37 °C, COz al 5 %. Se eliminaron los sobrenadantes y las placas se lavaron dos veces con
PBS. A cada pocillo se le afiadieron 150 pl de medio de cultivo y 15 pl de azul de Alamar. Las placas se incubaron
durante 4 horas a 37 °C, CO; al 5 % y se midi6 la absorbancia (Envision, Perkin Elmer).

La Figura 49 muestra que, mientras que los anticuerpos de control (IgG1 monoespecifica de Her2-Herceptin, 1gG1
monoespecifica de CD3-YTH12.5 e IgG1 monoespecifica-huCLB-T3/4, anticuerpos monoespecificos de antigeno
irrelevante 1IgG1-b12 y anticuerpos biespecificos CD3 x b12) no indujeron citotoxicidad mediada por linfocitos T, los
anticuerpos Her2 x CD3 (Duo) biespecificos huCLB/Her2-153, huCLB/Her2-169, YTH12.5/Her2-153 y YTH12.5/Her2-
169 indujeron citotoxicidad dependiente de la dosis mediada por linfocitos T en células AU565. Los anticuerpos
biespecificos que contenian Her2-169 fueron més potentes que los que contenian Her2-153.

Se fabricaron mutantes de 1gG1-hu-CLB-T3/4, IgG1-YTH12.5 y Her2-153 que contenian una mutacién N297Q para
eliminar un sitio de glicosilacion; la glicosilaciéon en este sitio es fundamental para las interacciones del IgG-receptor
de Fcgamma (Bolt S et al., Eur J Immunol 1993, 23:403-411). La Figura 49 muestra que la mutacién N297Q y, por lo
tanto, la ausencia de glicosilacién de Fc de los anticuerpos biespecificos Her2 x CD3 YTH12.5/Her2-153 y
huCLB/Her2-153 no repercutieron en el potencial de inducir citotoxicidad mediada por linfocitos T dependiente de la
dosis de células AU565.
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para generar un anticuerpo biespecifico, comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

a) proporcionar un primer anticuerpo monoespecifico homodimérico que comprende una regién Fc de
inmunoglobulina, comprendiendo dicha regién Fc una primera regién CH3, en donde dicho primer anticuerpo
monoespecifico comprende una Phe en la posicion 405 y una Arg en la posicién 409 de acuerdo con la
numeracién EU y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

b) proporcionar un segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico que comprende una regiéon Fc de
inmunoglobulina, comprendiendo dicha regién Fc una segunda regién CH3, en donde dicho segundo anticuerpo
monoespecifico comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 de acuerdo con la
numeracién EU y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

¢) incubar dicho primer anticuerpo monoespecifico junto con dicho segundo anticuerpo monoespecifico en
condiciones reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en las secuencias Cys-Pro-Pro-Cys de la
regiones bisagra centrales experimenten isomerizacién de enlaces disulfuro, y

d) obtener dicho anticuerpo biespecifico;

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién
heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones
homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dicho primer anticuerpo monoespecifico se
une a un primer epitopo y dichos segundos anticuerpos monoespecificos se unen a un segundo epitopo, en donde
dichos epitopos primero y segundo son diferentes.

2. El método in vitro de acuerdo con la reivindicacidén 1, en donde la regién Fc del primer anticuerpo monoespecifico
es de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en 19G1, 19G2, 1I9G3 e 19G4, y en donde la regién Fc del segundo
anticuerpo monoespecifico es de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en 19G1, 1gG2, 19G3 y 1gG4.

3. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las regiones Fc de
ambos de dichos anticuerpos monoespecificos primero y segundo son del isotipo 1gG1.

4. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la interaccién
heterodimérica en el anticuerpo biespecifico resultante es

a) de manera que no pueda producirse ningun intercambio de brazos Fab a 0,5 mM de glutatién en las condiciones
descritas en el Ejemplo 13, y/o

b) de manera que no se produzca ningln intercambio de brazos Fab /n vivo en ratones en las condiciones
descritas en el Ejemplo 14, y/o

¢) maés de dos veces mas fuerte, tal como mas de tres veces més fuerte, por ejemplo, mas de cinco veces mas
fuerte que la mas fuerte de las dos interacciones homodiméricas, por ejemplo, cuando se determina como se
describe en el Ejemplo 30.

5. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las secuencias de
dichas regiones CH3 primera y segunda son de manera que

a) la constante de disociacién de los heterodimeros del anticuerpo biespecifico resultante es inferior a 0,05
micromolar cuando se somete a ensayo como se describe en el Ejemplo 30, y/o

b) las constantes de disociacién de ambos homodimeros de los anticuerpos monoespecificos primero y segundo
son superiores a 0,01 micromolar, tal como superiores a 0,05 micromolar, preferentemente entre 0,01 y 10
micromolar, tal como entre 0,05 y 10 micromolar, méas preferentemente entre 0,01 y 5, tal como entre 0,05y 5
micromolar, incluso més preferentemente entre 0,01 y 1 micromolar, tal como entre 0,05 y 1 micromolar, entre
0,01y 0,5 0 entre 0,01 y 0,1 micromolar cuando se someten a ensayo como se describe en el Ejemplo 21.

6. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho primer
anticuerpo monoespecifico homodimérico no tiene més de una sustitucién de aminoécido en la regién CH3 y el
segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico no tiene mas de una sustitucién de aminoécido en la regién CH3
con respecto a las regiones CH3 de tipo silvestre.

7. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dichas regiones CH3

primera y segunda, excepto por las mutaciones especificadas, comprenden la secuencia expuesta en la SEQ | D NO:
1.
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8. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dichos anticuerpos
monoespecificos homodiméricos primero y segundo, excepto por cualquier mutacién especificada, son anticuerpos
humanos o humanizados.

9. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde ambos de dichos
anticuerpos monoespecificos homodiméricos primero y segundo comprenden ademas una cadena ligera.

10. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho primer y/o
segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico comprende una mutacién que elimina el sitio aceptor para la
glicosilacién ligada a Asn.

11. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dichos anticuerpos
monoespecificos homodiméricos primero y segundo proporcionados en la etapa a) y b) se purifican.

12. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho primer y/o
segundo anticuerpo monoespecifico homodimérico se conjuga con un farmaco, un profarmaco o una toxina o contiene
un grupo aceptor para el mismo.

13. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
en donde dicho primer y/o segundo epitopo se ubica en una célula tumoral,
en donde dicho primer o dicho segundo epitopo se ubica en una célula tumoral y el otro epitopo se ubica en una
célula efectora;
en donde dicho primer o segundo epitopo se ubica en un linfocito T, tal como en CD3 expresado en un linfocito T,
en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen a diferentes epitopos en la misma célula tumoral;
0
en donde el primer anticuerpo se une a un epitopo en una célula tumoral, y el otro anticuerpo es un anticuerpo
irrelevante o inactivo sin ninguna actividad de unidn in vivo relevante para la aplicacién prevista.

14. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las condiciones
reductoras en la etapa ¢) comprenden la adicién de un agente reductor, por ejemplo, un agente reductor seleccionado
del grupo que consiste en: 2-mercaptoetilamina, ditiotreitol y tris(2-carboxietil)fosfina o derivados quimicos de los
mismos, ditioeritritol, glutatién, L-cisteina y beta-mercapto-etanol.

15. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa c) se realiza
en condiciones reductoras con un potencial redox entre -150 y -600 mV, tal como entre -250 y -400 mV.

16. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa c)
comprende la incubacién durante al menos 90 min a una temperatura de al menos 20 °C en presencia de 2-
mercaptoetilamina al menos 25 mM o en presencia de ditiotreitol al menos 0,5 mM.

17. El método in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa d)
comprende la eliminacién de un agente reductor, por ejemplo, mediante desalacién.

18. Un método para la selecciéon de un anticuerpo biespecifico que tiene una propiedad deseada, comprendiendo
dicho método las etapas de:

a) proporcionar un primer conjunto de anticuerpos homodiméricos que comprende anticuerpos con regiones
variables diferentes y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central, en donde dichos anticuerpos
de dicho primer conjunto comprenden primeras regiones CH3 idénticas, en donde dichas regiones CH3
comprenden una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posicién 409 de acuerdo con la humeracién EU),

b) proporcionar un segundo conjunto de anticuerpos homodiméricos que comprende anticuerpos con regiones
variables diferentes o regiones variables idénticas y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra
central, en donde dichos anticuerpos de dicho segundo conjunto comprenden segundas regiones CH3
idénticas, en donde dichas regiones CH3 comprenden una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409
de acuerdo con la numeracién EU,

¢) incubar combinaciones de anticuerpos de dicho primer conjunto y de dicho segundo conjunto en condiciones
reductoras suficientes para permitir que las cisteinas en las regiones bisagra experimenten isomerizacién de
enlace disulfuro, generando de este modo un conjunto de anticuerpos biespecificos,

d) restablecer opcionalmente las condiciones a no reductoras,

e) someter a ensayo el conjunto resultante de anticuerpos biespecificos para una propiedad deseada dada, y
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f) seleccionar un anticuerpo biespecifico que tenga la propiedad deseada;

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién
heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones
homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dichos anticuerpos homodiméricos primero y
segundo se unen a diferentes epitopos.

19. Un método para producir un anticuerpo biespecifico, comprendiendo dicho método las siguientes etapas:

a) proporcionar una primera construcciéon de acido nucleico que codifica un primer polipéptido que comprende
una primera cadena pesada de longitud completa de un anticuerpo que comprende una primera regién CH3
que comprende una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posiciéon 409 de acuerdo con la numeracién EU y
que comprende ademas una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

b) proporcionar una segunda construccion de &cido nucleico que codifica un segundo polipéptido que comprende
una segunda cadena pesada de longitud completa de un anticuerpo que comprende una segunda regién CH3
que comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 de acuerdo con la numeracién EU y
que comprende ademas una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central,

¢) coexpresar dichas construcciones de 4cido nucleico primera y segunda en una célula hospedadora, y
d) obtener dicho anticuerpo biespecifico a partir del cultivo celular;

en donde las secuencias de dichas regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién
heterodimérica entre dichas regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones
homodiméricas de dichas regiones CH3 primera y segunda, y en donde dicha primera cadena pesada de longitud
completa se une a un primer epitopo y dicha segunda cadena pesada de longitud completa se une a un segundo
epitopo, en donde dichos epitopos primero y segundo son diferentes.

20. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 19, que comprende ademés las caracteristicas de una cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 13.

21. Un vector de expresién que comprende las construcciones de &cido nucleico especificadas en una cualquiera de
las reivindicaciones 19 a 20.

22. Una célula hospedadora que comprende las construcciones de acido nucleico especificadas en una cualquiera de
las reivindicaciones 19 a 20.

23. Un anticuerpo biespecifico obtenido u obtenible mediante el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
17, 19 0 20.

24. Un anticuerpo biespecifico que comprende un primer polipéptido que comprende una primera cadena pesada de
anticuerpo de longitud completa que comprende una primera regién Fc que comprende una primera regién CH3, y un
segundo polipéptido que comprende una segunda regidén Fc que comprende una segunda cadena pesada de
anticuerpo de longitud completa que comprende una segunda regién CH3,
en donde dicha primera cadena pesada se une a un primer epitopo y dicha segunda cadena pesada se une a un
segundo epitopo, en donde dichos epitopos primero y segundo son diferentes, y en donde las secuencias de dichas
regiones CH3 primera y segunda son diferentes y son de manera que la interaccién heterodimérica entre dichas
regiones CH3 primera y segunda es mas fuerte que cada una de las interacciones homodiméricas de dichas
regiones CH3 primera y segunda, y

a) en donde dicha primera regién CH3 comprende una Phe en la posicién 405 y una Arg en la posiciéon 409 de
acuerdo con la numeracidén EU y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central, y

b) en donde dicha segunda regién CH3 comprende una Leu en la posicién 405 y una Lys en la posicién 409 de
acuerdo con la numeracidén EU y una secuencia Cys-Pro-Pro-Cys en la regién bisagra central.

25. Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con la reivindicacién 23 o la reivindicacidén 24, en donde la primera regién
Fc es de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en IgG1, 19G2, IgG3 e IgG4 y en donde la segunda regién Fc
es de un isotipo seleccionado del grupo que consiste en 1gG1, 1gG2, 19G3 y 1gG4.

26. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, en donde tanto dicha
primera como dicha segunda regién Fc son del isotipo 1gG1.

27. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26, en donde dicha primera
regién CH3 no tiene méas de una sustitucién de aminoécido y la segunda regién CH3 no tiene mas de una sustitucion
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de aminoacido con respecto a las regiones CH3 de tipo silvestre.

28. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 27, en donde dichas regiones
CH3 primera y segunda, excepto por las mutaciones especificadas, comprenden la secuencia expuesta en la SEQ | D
NO: 1.

29. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 28, en donde dichas cadenas
pesadas de longitud completa primera y segunda, excepto por cualquier mutacién especificada, son de un anticuerpo
humano o humanizado.

30. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 29, que comprende ademas
dos cadenas ligeras de longitud completa.

31. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 30, en donde dicho primer
y/o segundo polipéptido comprende una mutacién que elimina el sitio aceptor para la glicosilacién ligada a Asn.

32. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 31, en donde dicho primer
y/o segundo polipéptido se conjuga con un farmaco, un profadrmaco o una toxina o contiene un grupo aceptor para el
mismo.

33. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 32,
en donde dicho primer y/o segundo epitopo se ubica en una célula tumoral,
en donde dicho primer o dicho segundo epitopo se ubica en una célula tumoral y el otro epitopo se ubica en una
célula efectora;
en donde dicho primer o segundo epitopo se ubica en un linfocito T, tal como en CD3 expresado en un linfocito T,
en donde la primera cadena pesada y la segunda cadena pesada se unen a diferentes epitopos en la misma célula
tumoral; o
en donde la primera cadena pesada se une a un epitopo en una célula tumoral, y la otra cadena pesada es de un
anticuerpo irrelevante o inactivo sin ninguna actividad de unién in vivo relevante para la aplicacién prevista.

34. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 33, en donde dichos epitopos
primero y segundo se ubican en una célula tumoral y en donde el anticuerpo biespecifico tiene especificidad de unién
para una diana seleccionada del grupo que consiste en: erbB1 (EGFR), erbB2 (HER2), erbB3, erbB4, MUC-1, CD19,
CD20, CD4, CD38, CD138, CXCRS5, c-Met, proteina de la envoltura de HERV, periostina, Bigh3, SPARC, BCR, CD79,
CD37, EGFrvlll, L1-CAM, AXL, factor tisular (TF), CD74, EpCAM y MRP3.

35. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 33, en donde dichos epitopos
primero y segundo se ubican en una célula tumoral y en donde dicho anticuerpo biespecifico tiene especificidad de
unién para una combinacién diana seleccionada del grupo que consiste en: erbB1 + erbB2, erbB2 + erbB3, erbB1 +
erbB3, CD19 + CD20, CD38 + CD34, CD4 + CXCR5, CD38 + RANKL, CD38 + CXCR4, CD20 + CXCR4, CD20 +
CCRY7, CD20 + CXCRS5, CD20 + RANKL, erbB2 + AXL, erbB1 + cMet, erbB2 + c-Met, erbB2 + EpCAM, c-Met + AXL,
c-Met + TF, CD38 + CD20, CD38 + CD138.

36. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 33, en donde dicho primer
0 segundo epitopo se ubica en una célula tumoral y el otro epitopo se ubica en una célula efectora, en donde el
anticuerpo biespecifico tiene especificidad de unién para una diana seleccionada del grupo que consiste en:
FcgammaR| (CD64), FcgammaRlll (CD16), CD3, CD89, CD32a, FceRl.

37. El anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 33, que tiene especificidad
de unién para una combinacién de dianas seleccionada de: CD3 + HER2, CD3 + CD20, IL-12 + IL18, IL-1a + IL-1b,
VEGF + EGFR, EpCAM + CD3, GD2 + CD3, GD3 + CD3, HER2 + CD64, EGFR + CD64, CD30 + CD16, NG2 + CD28,
HER2 + HER3, CD20 + CD28, HER2 + CD16, Bcl2 + CD3, CD19 + CD3, CEA + CD3, EGFR + CD3, IgE + CD3, EphA2
+ CD3, CD33 + CD3, MCSP + CD3, PSMA + CD3, TF + CD3, CD19 + CD16, CD19 + CD16a, CD30 + CD16a, CEA +
HSG, CD20 + HSG, MUC1 + HSG, CD20 + CD22, HLA-DR + CD79, PDGFR + VEGF, IL17a + IL23, CD32b + CD25,
CD20 + CD38, HER2 + AXL, CD89 + HLA de clase Il, CD38 + CD138, TF + cMet, Her2 + EpCAM, HER2 + HER?2,
EGFR + EGFR, EGFR + c-Met, c-Met + brazo no de unién y combinaciones de receptores acoplados a proteina G.

38. Un anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 37 para su uso como
medicamento.

39. Una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo biespecifico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 23 a 37 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

lgG biespecifica (%)

100+
80-

40+
20~

ES 2 989 108 T3

Tiempo (horas)

62

- SO So— Ao
0 20 40 60 80

Sb e

1gG4-7D8 x 1gG4-2F8

IgG4-7D8 x 1g04-2F8-CPPCH
igG4-708 x 1gG4-2F8-R400K™
igG4-7D8 x 1gG1-2F8*

igG4-7D8 x 1gG1-2F8-CPSC-K409R



ES 2 989 108 T3

Figura 5
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Figura 6
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Figura 6 {continuacion)
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 2A
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Figura 9B
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Figura 9C
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Figura 9C (continuacion)
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 15
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Figura 15 {continuacion)
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Figura 16

BLOGVEZIOEBL IS FEZTIOERLOGYEZTUEBLOGHETTIOBQLIGPETTOE
L 3 5 ¥ €
4 |4 14 ¥ 4
AISTISTSHOLAHNHTWIHMASD SEANDION I THAALTAS ATIABD - -0~
HOASISTISROLAHNHIVIHNASISAARDOONUSAAALTISATEAS D~ -a-
LOGFETTOGBLYSFELTOOBLYSTECTUGELISFELINELRGHEL T

4 € 4 T a
¥ ¥
g
BLOGPEZTI0EQLOETCLTOC RGP T0E I S U ZTREULRETEZTO60LREFEZTQEHLRSPELTOLUL IS PLZTIDERLISYITTOCBLIGYLTIOERLIGHET IO
4 T 43 6 8 L E S ¥ £ Z

v 4 ¥ € € € £ £ 4 £ £
50TAZALIAANNE G~ -CO~ REENE - - AVICEIANATOLISADIOIIM - - 320544 EAN0AING0 - DS - 1143~ 1 §SE URINC AN DM ADAOH INADHIAL IASANY
SUIAGSLIN AN ~ -0~ NSZHE - - AVICQSd AADRATIETSADNAL T - - SO TR ANDAT I 0~ DAVAS ~ L 14T ~ T dYATVANS AN TH A ADHINGUHIALTASANY
DELESFPETI066L 9% ¥CTTD  EBLISTPECIOEBLOSPLITIONB LBPCCT06HLBSHTT TOGRL 95PE ZTOGHLBSOETTDEHLRSPETTOBBLBSPULT
o & 3} L 9 S ¥ £ z 1 o
¢ £ € £ £ S £ £ € £ £

SBLOSPETIOBBLIGYELIOERLOGREZTOEBLOGVLZINSBLOLYELTOS8L0EE
1 0 6 g 3 2
E £ z < Z [4
ALG - ~RADETHANIWEHHATA - - ©3 - - AAMNITATEQITEATAAAD LATS LS THT
243 - ~RADIANIYIHYNHAA A~ ~ D0 ~ ~ ARMRSNAAC OIHIAVAAAILAEA LY S TH'T
G6E  LIGVECLOGBLOSYIL D SBLYSYECIOEBLOSVECLOSBLYGYELT

o 5 8 i 9 E
€ z z z € z
SADIONNTA CTHDI DY
Y D8¢  IEDASCORY  SHOCONWTALTHDIAIDEVZAXMANIZEDIONWTECTHOATIOEY o8 W
ECTORBLYSPETTTT0669SGSSPEEECEEEERERTTTI P ITTTIT T T T TE T v CEELTEa i E i TTeilTTITITO6BATSF{EINGHLYTRICEETI0E66LI5YELT0E
9 5 ® £ z 1o
4 z z z z Tz
LORARASETEAT » ~dDY UGB~ v ~dlmm mmm v v m e mm v mams v s oAy s an e s ann e e e GATAd <« - ~DINGEA~ « - ~ ~ HAA~ ANLASAAHAAN
LOAGEAAETIAS - - ADPPIH - - =d= = - - ~ = - - ~dDUANIIALATFRETETYADIdALAISAIIAHADIE LIS HETIIHADIRLIADT - ALHTRA -~ - - - WA - ARLNSARHNAN
LO%AAIEIIAS ~ - AODVIH ~ ~~ QY- = - === - - Bl o m e e e 240THIN~ -0~ DEHEBA-~ -~ - AR - AALRSEFINAY
06HLBSPILIOE BLIGTE £l a8 SLISPEL T 0SHLYS YEL TORBLIFPEST
5 v £ z 1 °
z z T z 4 z
Y
BLOSPEETO6RLISHEZTORBLISTETTIRSLYSECTTOBNLICHELTOBRLIGVEYTOBRLYS PELTOERLISPELIOBHLESPELIOSRLISPELEEEETENBRLISGHE
2 6 8 i 3 G ¥ £ z € @
z I 1 1 1 T 1 T T T 1
JEEL-H - ~ LTSS EALAASTISAION- SUTAYALLEA - SSLTHESN - - - - R5- ALASRIJATIATIOTNYLSES L- - SE5 Y I ASADBLGE-- - -~ BEALATLONON
IEAL-D- - ID1ESSINLAMSEIS A ~SD1A¢d ALHA - DELIVOSN - - - - 83~ AL A2 AL RN TODIVHIOOSL - - SHESIVIAIASAORLEC - -~ - - STAIATIONOM
068 9 SPEZIOEULISEEZTO6HL SGPEZEOABL SSPEZINE  BL DSPCPTOEOLOSPEPTO6ELES VPEZIONBBLOSPEZINEE LU5PCLTOEHLAEHE
b £ g L 9 5 v £ z 1 g
z T T 1 1 T z T 1 T T
HE2HADEY oY o8Y 8y
ZI000B0000006RLBSPETTOERLISPEITZETOARLEGHEET0ARLIGHETTO68LIGHEZIZET06RL RSP ELTCAEL 086 PETTOERLIGIETTNERLISHERTOSRLISHEET
0 é g i 9 5 ® £ z T

T
AQERTARASUARLIDMIVO AL AYIQI VTS MR D TATIITAGNCE S T LS BEMASTRA I HAS O ~ - AMTAYANTTENAVEEAN - - HEDALSALADS VYOS TETRUOE DAADDDSEATOAD
AQZACERADEANL IOTEY IR AN LOAVH ISNKOIAILID SNCOU S TLAUDAASODAANA SDA - ~ M IATAME TSRDIYOIAK ~ ~ HWOA LS IL DY TH IS UDADANDDDSZATOAD
Zr OERL 9GP ECTRERLIGYETTIORRLISPESTOGBLOSYIZINGEL9SY £LLTOREL9SPELTORBLY SPECI06BLTSPELTO6BLOSPELTOBALIGEET
Q 4] B L 9 < ¥ € z T
T

IYEYA
¥3-8d7
19-832

LEEE
PO-~B3T
To-84¢

fatct

RA-:100 4
wo-842
D~-g4%

013

LYEVH
¥o- 84T
£D-84¢
I9-832

RS

Iyavd

PD-8d4E
i5-843¢

as

LYIEE

pO-84C
1D-24E

nT

79



ES 2 989 108 T3

Figura 17
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Figura 18
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Figura 19
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Figura 19 (continuacién)
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Figura 20
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Figura 21
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Figura 22
ADCC en células A431
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Figura 23
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Figura 24
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Figura 25
A No reductora B Reductora

.
i

M1 2 3 4 5

=-ee

i 1) Control de IgG B12

{ 2)1gG1-T0B-K40MR

{ 3) tgG1-2F8-FaOSL
AHgG1-7DE-MADIR + gG1-2FB-FAD5L
E {1:1)

5) igl5 1. TDB-KA0BR x IgG1-2F8-F405L
{intercambiadas}

89



ES 2 989 108 T3

Figura 26
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Figura 27
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Figura 28
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Figura 28 (continuacion)
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31

t=136

= 180

t=225

G t=270

H

J
A
c A t=90
M
N
BN
N
B

t = 450

10,00 11,00 1200 1300 1400 1500 1500 1700 1800 1900 2000
Ninutos



ES 2 989 108 T3

Figura 32
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Figura 33
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Figura 33 (continuacion)
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Figura 33 (continuacion)
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Figura 34
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Figura 34 {continuacion)
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Figura 35
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Figura 36
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Figura 37
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Figura 38
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Figura 39
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Figura 40
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Figura 41
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Figura 42
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Figura 42
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Figura 44
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Figura 45
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Figura 46
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Figura 47
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Figura 48
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Figura 48 (continuacién)
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Figura 49
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Figura 49 (continuacidn)
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